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Die Effizienz von Biogasreaktoren hängt in wesentlichem Maße von der Substratver-
wertung durch die beteiligte Mikroflora ab. Die genaue Zusammensetzung der mikro-
biellen Gemeinschaft ist jedoch bislang nur oberflächlich charakterisiert. In dieser Stu-
die wird daher eine Übersicht über die mikrobielle Diversität in verschiedenen Biogas-
reaktorentypen (CSTR, Leach-bed-Reaktor, Festbett-Anaerobfilter) während der Fer-
mentation verschiedener, pflanzlicher Substrate (Mais-, Rüben-, Triticale-Ganz-
pflanzensilage als NawaRo-Pflanzen, teilw. in Kofermentation mit Rindergülle) gege-
ben. Die Charakterisierung der Mikrobiologie erfolgte mittels der Entwicklung und 
nachfolgenden bioinformatischen Analyse von 16S rDNA Bibliotheken. 
(1) Aufgrund des stark mit organischen Verbindungen wie Huminsäuren angereicher-
ten Materials aus den beprobten Biogasreaktoren war die Fortentwicklung beste-
hender Laborprotokolle zur DNA-Isolierung und -Reinigung erforderlich. Ebenso 
wurden die bestehenden Primer für die Vermehrung der 16S rDNA von methano-
genen Archaea mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aufgrund von in silico 
Analysen bekannter 16S rDNA Sequenzen verbessert. 
(2) Es wurden insgesamt sechs 16S rDNA Bibliotheken konstruiert. Insgesamt um-
fassten diese sechs 16S rDNA Bibliotheken 627 Klone. Mittels der zugehörigen 
fingerprint-Muster (amplified rDNA restriction analysis, ARDRA) wurden inner-
halb der sechs 16S rDNA Bibliotheken 223 taxonomische Gruppen (operational 
taxonomic units, OTU) detektiert. 
(3) Jeweils vier 16S rDNA Bibliotheken wurden spezifisch für methanogene Archaea 
und zwei Banken spezifisch für fermentative Bacteria konstruiert. Zur Erfassung 
der Archaea wurden 402 Klone analysiert. Für die Erfassung der Bacteria wurden 
283 Klone untersucht. Damit wurden 114 Archaea OTU sowie 109 Bacteria OTU 
detektiert. 
(4) In einem Rührkesselreaktor (completely stirred tank reactor, CSTR) in einer bio-
gas-produzierenden Kofermentation von Maissilage und Rindergülle bei einem als 
normal anzusehenden Prozesszustand wurde eine hohe Diversität innerhalb der 
methanogenen Archaea gefunden. Acht OTU wurden für die Ordnung Methano-
microbiales, drei OTU für die Ordnung Methanosarcinales und zwei OTU für die 
Ordnung Methanobacteriales nachgewiesen. Innerhalb der entsprechenden 16S 
rDNA Bibliothek traten am häufigsten OTU der ausschließlich hydrogenotrophen 
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Methanomicrobiales (85 % aller detektierten Archaea Klone) auf. Vertreter der 
teilweise auch acetotrophen Methanosarcinales wurden bei 21 % der Klone detek-
tiert. 
(5) Die Analyse der Diversität innerhalb der Domäne Bacteria ergab für den CSTR 
bei der Konfermentation von Maissilage und Gülle im Normalzustand eine hohe 
Diversität unter den Vertretern der Phyla Firmicutes (27 OTU) (47 % aller detek-
tierten Klone der Bacteria 16S rDNA Bibliothek) und Bacterioidetes (13 OTU) 
(14 % aller Klone). Ebenso wurden mehrere OTU der Phyla Proteobacteria 
(4 OTU), Spirochaetes (2 OTU), Fibrobacteres (1 OTU) und Chloroflexi (1 OTU) 
detektiert. 10 OTU konnten taxonomisch nicht eingeordnet werden. 
(6) Mit dem Wechsel des CSTR in einen unnormalen Prozesszustand mit stark ernied-
rigten pH-Werten (pH 5,8) wurden weniger Archaea OTU detektiert. Als einzige 
Ordnung wurde Methanomicrobiales detektiert (4 OTU). Die gefundenen Vertre-
ter dieser Ordnung stammen ausschließlich aus den Gattungen Methanocorpuscu-
lum und Methanoculleus, welche nur hydrogenotrophe Methanbildner umfasst. 
(7) Die Diversität innerhalb der Domäne Bacteria bleibt auch bei einer Übersäuerung 
des CSTR erhalten. Unter 51 erfassten OTU wurden Vertreter der Firmicutes am 
häufigsten nachgewiesen (27 OTU). Von diesen wiederum konnten die meisten 
OTU (21 OTU) der Klasse Clostridia zugeordnet werden. Ein weiterer Beleg für 
die Dominanz der Clostridia ist die Häufigkeit der entsprechenden OTU innerhalb 
der 16S rDNA Bibliothek: 64 % der untersuchten Klone wiesen einen der entspre-
chenden ARDRA-fingerprint-Muster auf. Weiterhin wurden Vertreter der Phyla 
Bacteroidetes (12 OTU), der Proteobacteria (6 OTU) sowie der Spirochaetes 
(1 OTU) gefunden; eine OTU konnte taxonomisch nicht eingeordnet werden. 
(8) Jüngste technische Entwicklungen zur Fermentation von NawaRo-Pflanzen beru-
hen auf dem Prinzip, die Hydrolyse/Versäuerung von Methanogenese zu trennen. 
In dieser Arbeit wurde daher auch die Archaea-Diversität in einem solchen zwei-
stufigen System bestehend aus leach-bed-Reaktor (LBR, Acetogenese) und Fest-
bett-Anaerobfilter (AF, Methanogenese) bei der Monovergärung von Triticale-
Ganzpflanzensilage untersucht. Zwei Archaea 16S rDNA Banken wurden kon-
struiert, welche 137 (LBR) und 168 Klone (AF) umfassen. In diesen beiden Ban-
ken konnten insgesamt 77 verschiedene OTU detektiert werden. Ebenso wie in 
dem CSTR wurde die größte Diversität innerhalb der Ordnung Methanomicrobia-
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les mit 14 OTU (LBR) bzw. 12 OTU (AF) detektiert. Potentielle acetotrophe Me-
thanbildner der Ordnung Methanosarcinales wurden in LBR und AF mit jeweils 
4 OTU nachgewiesen. Methanobacteriales waren mit 4 OTU (LBR) bzw. 1 OTU 
(AF) vertreten. 
(9) In allen untersuchten Reaktoren wurden sowohl für Archaea als auch Bacteria eine 
Reihe von OTU detektiert, welche größere genetische Distanzen zu den bislang 
bekannten Typenarten aufwiesen. Beispielhaft hierfür sind die Archaea der CA-11 
und ARC-I Gruppe, welche in dem zweistufigen Biogasreaktor mit mehreren 
OTU nachgewiesen wurden.  
(10) Die Dominanz von OTU verwandt mit H2-konsumierenden Methanbildnern in der 
Archaea-spezifischen 16S rDNA Bibliotheken sowie deren große Diversität sind 
Indizien für eine verstärkte Bildung von Methan durch Oxidation von CO2. In die-
sem Falle würde die Verwertung des Acetats überwiegend durch syntrophe Bacte-
ria erfolgen.  
In dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass die Analyse der mikrobiellen 16S rDNA 
Sequenz mittels der Konstruktion von DNA-Bibliotheken und nachfolgendem Scree-
ning mittels der ARDRA-fingerprint-Methode ein geeignetes Werkzeug zur Untersu-
chung mikrobieller Gemeinschaften in Biogas-Reaktoren trotz der Komplexität des 
Substrates und der beteiligten mikrobiellen Gemeinschaft darstellt. Diese häufig in der 
mikrobiellen Umweltforschung angewandte molekulare Methode liefert eine schnelle 
und umfassende Information über die Struktur und die Entwicklung von mikrobiellen 
Systemen. Ebenso wird damit die Identifizierung der beteiligten Arten möglich. Im 
Vergleich mit den klassischen mikrobiologischen Ansätzen stellt die neue molekulare 
Untersuchung eine sehr attraktive Technik dar, um eine Einsicht in die Zusammenset-
zung der mikrobiellen Lebensgemeinschaften in technischen Ökosystemen zu erhalten. 
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Zusammenfassung (englisch) 
The efficiency of biogas reactors depends on the substrate utilisation by the involved 
microbial community. However, the exact composition of the microbial biocoenosis 
was rudimental characterized. In this study an overview of the microbial diversity in 
different anaerobic biogas reactor types (CSTR, leach bed reactor, fixed bed anaerobic 
filter) is given for the fermentation of different substrates (corn-, carrots-, triticale whole 
crop silage as renewable raw materials, partly in co-fermentation with cattle liquid ma-
nure). The characterisation of the microbial community was conducted via the construc-
tion of 16S rDNA libraries for both, methanogenic Archaea and fermentative Bacteria. 
Individual taxonomic groups within the 16S rDNA libraries were determined by means 
of amplified rDNA restriction analysis (ARDRA). The taxonomic classification of these 
groups was performed via a phylogenetic analysis of representative 16S rDNA se-
quences. In total six 16S rDNA libraries with 627 clones were developed. Together 223 
taxonomic groups were detected; from these 114 was assigned to the domain Archaea 
and further 109 was assigned to the domain Bacteria. Within the examined biogas reac-
tors a high diversity was found within the hydrogenotrophic methane producing Ar-
chaea, acetotrophic methane producing Archaea appears only with a comparatively 
small diversity. From the domain Bacteria fermentative species of phylum Firmicutes 
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Einleitung und Zielstellung 1
1 Einleitung und Zielstellung 
In den siebziger Jahren begannen viele europäische Organisationen mit der Suche nach 
alternativen Energieträgern als Ersatz für fossile Brennstoffe und Nuklearenergie. Im 
Vordergrund stehen hierbei erneuerbare Energiequellen. Durch die seitdem kontinuier-
lich steigenden Kosten für fossile Brennstoffe weltweit liefert die Nutzung von Biogas 
einen sehr effektiven Beitrag, die Energiekosten zu reduzieren.  
Mit dem Inkrafttreten des „Erneuerbare-Energien-Gesetzes“ (EEG) im Jahr 2000 zum 
Aufbau einer nachhaltigen Energieversorgung für Klima-, Natur- und Umweltschutz 
haben sich die gesetzlichen Rahmenbedingungen für den Betrieb von Biogasanlagen 
entscheidend verbessert. Das EEG will zudem einen Beitrag zur Vermeidung von Kon-
flikten um fossile Rohstoffe leisten.  
In Europa wurden 1999 aus Biogas 9805 GWh Energie erzeugt. Deutschland, Spanien 
und Schweden sind hierbei die Länder mit der höchsten Produktion.  
Mit einer im Jahr 2000 garantierten Vergütung von 0,101 € pro eingespeister Kilowatt-
stunde Strom für die kommenden 20 Jahre wurde eine verlässliche Kalkulationsbasis für 
eine Investitionsentscheidung in die Biogastechnologie geschaffen. Um die positive 
Entwicklung der erneuerbaren Energien in allen Bereichen weiter voranzutreiben und 
das EEG an die Entwicklung anzupassen, wurde es zum 1. August 2004 novelliert. Zie-
le des novellierten EEG sind insbesondere, den Anteil der erneuerbaren Energien an der 
gesamten Stromversorgung auf mindestens 12,5 % bis zum Jahr 2010 und auf mindes-
tens 20 % bis zum Jahr 2020 zu steigern. Das novellierte EEG sieht feste Tarife vor, mit 
denen Netzbetreiber die Einspeisung von Strom aus Biomasse aber auch anderen erneu-
erbaren Energiequellen zu vergüten haben. Die nach Energieträgern gestaffelten Min-
destvergütungen variieren je nach Anlagengröße, bei Biomasseenergie wird zudem ein 
Bonus für die Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen (NawaRo) gezahlt. Die 
Vergütungssätze für Strom liegen nach dem neuen EEG für das Jahr 2005 zwi-
schen 8,4 - 11,50 € ct/kWh für Strom aus Biomasse, als Bonus wird zusätzlich zwischen 
4 und 6 ct/kWh garantiert (ANONYMUS 2004).  
Aktuell (2007) liegt die Stromproduktion aus Biogas in Deutschland bei 3,9 Mrd. Kilo-
wattstunden. Die etwa 3500 Biogasanlagen erzeugten 2006 insgesamt deutlich über 5  
Mrd. Kilowattstunden Biogasstrom (FACHVERBAND BIOGAS 2007). 
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Trotz der Förderung durch Bund und Länder und des in Folge schnellen Anstiegs der 
Zahl der Biogasanlagen auf NawaRo-Basis bzw. der von diesen produzierten Energie ist 
die Grundlage der Biogas-Entstehung, nämlich das Wirken einer komplexen und viel-
seitigen Lebensgemeinschaft aus verschiedenartigsten Mikroorganismen, bislang nur 
ansatzweise verstanden. Die Untersuchung der Zusammensetzung und der Dynamiken 
in einer solchen mikrobiellen „black box“ wird möglich durch neue Techniken der Mo-
lekularbiologie. 
Ein in der mikrobiologischen Umweltanalytik weit verbreitetes Verfahren ist die Analy-
se eines als taxonomischen Standard definierten Gens für die ribosomale 16S rRNA. 
Hierzu wird aus einer Probe aus dem Biogasreaktor zuerst die gesamte Zellmasse ange-
reichert und dann aus dieser die gesamte mikrobielle DNA isoliert. Aus der DNA wie-
derum lässt sich die Gensequenz der 16S rRNA (= 16S rDNA) mittels einer Polymera-
sekettenreaktion (PCR) gezielt anreichern. Die Anreicherung kann hierbei sowohl für 
alle Mikroorganismen als auch selektiv für einzelne taxonomische Gruppen erfolgen. 
Eine Trennung der 16S rDNA Fragmente wird erreicht durch deren Überführung in E-
scherichia coli Zellen, welche sich dann durch einen klassischen Ausstrich auf A-
garplatten vereinzeln lassen (= 16S rDNA Bibliothek oder 16S rDNA Klonbank). Mit-
tels einer fingerprint-Analyse (amplified rDNA restriction analysis, ARDRA) können 
die einzelnen Zelllinien bzw. die enthaltenen 16S rDNA Sequenzen in taxonomische 
Gruppen eingeteilt werden. Die genaue Taxonomie solcher Gruppen ergibt sich aus der 
Bestimmung der genauen Nukleotid-Sequenz der 16S rDNA in einer Zelllinie repräsen-
tativ für eine Gruppe mit gemeinsamen fingerprint-Muster und deren nachfolgender 
Einordnung in das bestehende taxonomische System der Mikroorganismen durch eine 
bioinformatische Auswertung. 
In dieser Studie wurde die Diversität der Bacteria- und der Archaea-Gemeinschaften in 
verschiedenen Konstruktionen von Biogasreaktoren (CSTR, Leach-bed-Reaktor, Fest-
bett-Anaerobfilter) während der Fermentation verschiedener, vorrangig pflanzlicher 
Substrate (Mais-, Rüben-, Triticale-Ganzpflanzensilage als NawaRo-Pflanzen, teilweise 
in Kofermentation mit Rindergülle) mittels molekulargenetischer Verfahren untersucht. 
Ziel ist neben der Weiterentwicklung der existierenden Laborprotokolle aus der Um-
weltmikrobiologie für die Bearbeitung von Proben aus Biogasreaktoren insbesondere 
die Beschreibung der mikrobiellen Biozönose und hierbei vorrangig der Mikroorganis-
men, welche an dem Abbau der Biomasse (= fermentive Bacteria) sowie an der Me-
thanbildung (= methanogene Archaea) beteiligt sind. 
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2 Stand der Forschung 
2.1 Einzellige (Mikro-) Organismen: Prokaryoten und 
Eukaryoten 
Zwei Grundtypen von zellulären Strukturen existieren auf der Erde die prokaryotischen 
und die eukaryotischen Zellen. 
Im Gegensatz zu den Eukaryoten besitzen die Prokaryoten keinen echten durch eine 
Membran separierten Zellkern und weisen eine grundsätzlich einfachere Struktur auf. 
Zu den eukaryotischen Mikroorganismen gehören Algen, Pilze und Protozoen. Alle 
Tiere und Pflanzen sind als multizelluläre Organismen ebenfalls aus eukaryotischen 
Zellen aufgebaut. Zu Prokaryoten gehören die Bakterien (taxonomisch: Bacteria) und 
die Archaebakterien oder Archeen (taxonomisch: Archaea). 
 
2.1.1 Prokaryotische Mikroorganismen: Grundsätzlicher Aufbau 
Zu den prokaryotischen Organismen werden in der Mikrobiologie alle mikroskopisch 
kleinen, einzelligen Organismen gezählt, welche keinen echten Zellkern besitzen. Im 
Unterschied zu eukaryotischen Zellen liegt die prokaryotische DNA frei im Cytoplas-
ma.  
Die DNA von prokaryotischen Zellen liegt als ein grosses doppelsträngiges Molekül 
vor, sie ist bei den Meisten ringförmig. Die meisten Prokaryoten besitzen nur ein einzi-
ges Chromosom. Zusätzlich enthalten viele Prokaryoten auch ein bis mehrere Plasmide 
mit zusätzlicher Geninformation (extrachromosomale DNA). 
Als ein gutes Beispiel: Das Chromosom des Darmbakteriums Escherichia coli besteht 
aus 4,64 Millionen Basenpaaren, welche die Information zum Aufbau von 4288 Prote-
inen kodieren. Die Abfolge der genauen DNA-Sequenz ist seit 1997 bekannt 
(BLATTNER ET AL. 1997).  
Als weitere Zellbestandteile besitzen alle prokaryotischen Zellen Cytoplasma, Cy-
toplasmamembran und Ribosomen, die meisten Prokaryoten besitzen zusätzlich eine 
Zellwand. Prokaryoten verfügen im Unterschied zu eukaryotischen Zellen über keine 
Organellen wie Mitochondrien oder Chloroplasten innerhalb ihrer Zellen. 
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2.1.2 Prokaryotische Mikroorganismen: Bacteria 
Die größte Artenvielfalt innerhalb der prokaryotischen Mikroorganismen wird durch 




Abb. 1: Phylogenetischer Stammbaum der Bacteria abgeleitet aus dem Vergleich der 16S rDNA 
Sequenzen  
 
Die bakterielle Zelle hat eine durchschnittliche Größe von 0,5 - 1 µm, manche Bacteria 
wie z. B. Thiomargarita nambiensis können eine Größe von bis zu 750 µm aufweisen. 
 
2.1.2.1 Vorkommen und Lebensräume 
Organismen der Domäne Bacteria sind in der Natur in allen terrestischen und aquati-
schen Lebensräumen verbreitet. Temporär kommen sie auch in der Atmosphäre vor 
(Luftkeime). Viele Arten leben auf anorganischen und organischen Oberflächen, Bacte-
ria sind aber auch häufig im Erdboden oder sogar in Gesteinsschichten zu finden. Selbst 
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extreme Habitate wie z.B. trockene und intensiv bestrahlte Wüstenböden, werden von 
Bacteria besiedelt. 
In aquatischen Lebensräumen kommen viele Bacteria in allen Zonen von Süßwasser-
seen und Salzwasserhabitaten vor. Ebenfalls werden extreme Umwelten besiedelt, wie 
z.B. heiße Quellen, Schwefelquellen, Salzseen, Sodaseen und Salinen. 
 
2.1.2.2 Morphologie 
Ursprünglich wurden die Bacteria ausschließlich nach ihrer Zellform taxonomisch ein-
geordnet, wie z.B. als Kokken, als Stäbchen oder als Spirillen. Einige Bacteria sind wei-
terhin in der Lage Kapseln oder verschiedenartige Sporen als Anpassung an extreme 




Die Lebensweise und der Stoffwechsel der Bacteria sind sehr unterschiedlich. So gibt es 
Bacteria, die aerob sind, d.h. welche Sauerstoff benötigen. Für obligat anaerobe Bacteria 
ist dagegen Sauerstoff Gift, während fakultative Bacteria sowohl Sauerstoff auch Sauer-
stoffmangel aushalten. Einige Bakterien sind phototroph, die meisten sind dagegen 
chemotroph. Von den Chemotrophen sind die meisten heterotroph, einige chemoau-
totroph und lithoautotroph. 
 
2.1.3 Prokaryotische Mikroorganismen: Archaea 
Neben den Eukaryota und den Bacteria existiert als dritte große Organismengruppe die 
Domäne der Archaea. Wie die Bacteria handelt es sich bei den Archaea ausschließlich 
um prokaryotische Mikroorganismen. 
Archaea wurden erstmals 1970 von WOESE beschrieben [WOESE1970]. Obwohl einige 
Archaea sehr ungewöhnliche Zellformen haben, wie z.B. polygonale Zellen oder unre-
gelmäßige Kokken, lassen sich die Archaea in Größe und Form nicht grundsätzlich von 
den Bacteria unterscheiden.  
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2.1.3.1 Vorkommen und Lebensräume 
Archaea lassen sich besonders häufig in extremen Biotopen finden. Beispiele hierfür 
sind hyperthermophile Archaea, die bei sehr hohen Temperaturen (über 80 °C) wach-
sen, acidophile oder alkaliphile Archaea, die sehr niedrige bzw. sehr hohe pH-Werte 
benötigen, und die auch unter hohen Salzkonzentrationen lebenden halophilen Archaea. 
Hyperthermophile Archaea findet man oft in vulkanischen Lebensräumen, die Tempera-
turen bis zu 100 °C erreichen können. Solche Lebensräume sind heiße Quellen im Yel-
lowstone National Park (USA) oder sog. black smoker, unterseeische geothermale Quel-
len in der Tiefsee. Aus letzterem Lebensraum wurden u.a. Archaea-Gattungen wie Sul-
folobus, Acidianus und Pyrolobus isoliert. 
Hypersaline Habitate von Archaea liegen meistens in den heißen und trockenen Regio-
nen der Welt. Beispiele für solche Habitate sind der Grosse Salzsee in Utah (USA) oder 
das Tote Meer im nahen Osten. Als einer der ersten Vertreter der extrem-halophilen 
Archaea wurde die Gattung Halobacterium beschrieben.  
Ebenfalls häufig anzutreffen sind Vertreter der Archaea in anoxischen Habitaten wie 
Sümpfen, Seesedimenten und Reisfeldern. Hier finden sich vorrangig methanbildende 
Archaea (methanogene Archaea). Methanogene Archaea sind ebenfalls Teil der mikro-
biellen Lebensgemeinschaften in tierischen Verdauungsorganen wie dem Rumen von 
Wiederkäuern oder dem Caecum von Pferden. 
 
2.1.3.2 Morphologie 
Archaea unterscheiden sich von Bacteria und Eukaryota durch den Aufbau und die 
Struktur der Zellwände. Die Zellwände bestehen aus Pseudopeptidoglycan, Polysaccha-
riden, Proteinen oder Glyceroproteinen (KANDLER & KÖNIG, 1998). Im Unterschied zu 
Bacteria enthalten die Zellwände nicht das für Bacteria typische Murein bzw. Pepti-
doglykan. Aufgrund des anderen Aufbaus von Zellmembran und Zellwand sind die Ar-
chaea unempfindlich gegen die Antibiotika, welche die bakterielle Zellsynthese stören.  
 
Archaea haben wie die Bacteria auch verschiedene Größen und Formen. Die Größen 
von archaellen Zellen liegen zwischen 0,4 µm (Nanoarchaeum equitans) bis zu 100 µm 
(Methanospirillum hungatei), durchschnittlich sind Zellgrößen von etwa 1 µm üblich. 
Die Zellformen variieren von Kokken (z.B. Methanococcus jannaschii), gelappten 
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Kokken (z.B. Archaeoglobus fulgidus), Stäbchen (z.B. Thermoproteus neutrophilus), 
Spirillen (z.B. Methanospirillum hungatei), Scheiben (z.B. Thermodiscus maritimus), 
quadratischen Zellen (z.B. Haloquadratum walsbyi) bis hin zu langen Filamenten (z.B. 
Thermofilum pendens). Zur Bewegung können Archaea Flagellen oder Pili besitzen.  
 
2.1.3.3 Physiologie 
Die Archaea umfassen physiologisch vielfältige Organismen. Mehrere Archaea sind 
autotroph, sie gewinnen den Kohlenstoff ausschließlich durch Assimilation von Koh-
lendioxid. Aber auch die heterotrophe Lebensweise, d.h. die Gewinnung des Kohlen-
stoffs aus organischen Verbindungen, ist weit verbreitet. Die Mehrzahl der bisher kulti-
vierten Archaea zeichnet sich durch einen anaeroben Stoffwechsel aus; häufig ist für 
diese Archaea Sauerstoff sogar toxisch. 
Die Methanogenese ist eine Besonderheit des Stoffwechsels von manchen Archaea. 
Diese Archaea werden häufig als methanproduzierende Archaea oder als Methanogene 
bezeichnet. Methanogene Archaea besitzen zur Methanogenese eine Reihe spezieller 
Cofaktoren wie z.B. Methyl-Coenzym M, Methanofuran, Methanopterin, Coenzym 
F420, Faktor F430.  
Hyperthermophile Archaeen sind in den meisten Fällen Anaerobier. Der energiegewin-
nende Stoffwechsel ist entweder chemoorganotroph oder chemolothotroph, d.h. die le-
bensnotwendige Energie wird aus der chemischen Umsetzung von organischen bzw. 
anorganischen Verbindungen gewonnen. Schwefelverbindungen spielen hierbei oft eine 
große Rolle: Während des Stoffwechsels wird der Schwefel reduziert und dabei Stoff-
wechselenergie frei.  
Halophile Archaea sind meist aerob und chemoorganotroph. Diese Organismen gewin-
nen ihre Energie aus chemischen Umsetzungen von organischen Verbindungen.  
 
2.1.3.4 Taxonomie 
Taxonomisch gliedert sich die Domäne der Archaea in vier Phyla. Das bislang arten-
reichste Phylum ist das Phylum Euryarchaeota. Weitere Phyla bilden die Phyla Crenar-
chaeota, Korarchaeota und Nanoarchaeota, welche ausschließlich extremophile Arten 
umfassen (Abb. 2). 
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Abb. 2: Phylogenetischer Stammbaum der Archaea entwickelt aus dem Vergleich der 16S rDNA 
Sequenzen [MADIGAN und MARTINKO 2006]  
 
Euryarchaeota 
Das Phylum Euryarchaeota stellt eine diverse Gruppe der Archaea dar. Zu diesem Phy-
lum gehören u.a. die methanogenen Archaea, die für die Bildung von Methan (CH4) 
verantwortlich sind. 
Ebenfalls zu diesem Phylum gehören Vertreter der extrem halophilen Archaea (z.B. 
Halobacterium sp.) und der hyperthermophilen Archaea (z.B. Thermococcus sp. und 
Pyrococcus sp.). Unter letzteren finden sich auch methanogene Arten wie Methanopy-
rus sp.  
 
Crenarchaeota 
Durch Analysen der molekularen Struktur der DNA (16S rDNA Analyse) konnte ein 
zweites Phylum Crenarchaeota neben den Euryarchaeota etabliert werden. Crenarchaeo-
ta leben in extrem heissen Lebensräumen wie z.B. kochenden Schlammquellen, wo 
Temperaturen von bis zu 100 °C erreicht werden. Andererseits findet man Vertreter der 
Crenarchaeota auch in sehr kalten Lebensräumen, z.B. in marinen Gewässern in der 
Nähe der Antarktis bei Temperaturen von unter 0 °C. 
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Korarchaeota 
Korarchaeota sind eine erst vor kurzem entdeckte Gruppe der Archaea, die zu den ur-
sprünglichsten aller Lebensformen gehört.  
Vertreter des Phylums Korarchaeota wurden erstmals 1996 VON BARNS ET AL. in einer 
heißen Quelle im Yellowstone National Park (USA) nachgewiesen. Dieser Nachweis 
erfolgte zuerst ausschließlich durch die molekulare Analyse der DNA in Proben aus 
dieser Quelle (16S rDNA). In dem phylogenetischen Baum liegen diese Organismen 
nahe der Wurzel des Archaea Baums. 
 
Nanoarchaeota 
2002 hat HOHN ET AL. ebenfalls in einer heißen Quelle im Yellowstone National Park 
(USA) einen Mikroorganismus nachweisen können, welcher keinem der bislang be-
kannten Phyla taxonomisch zu zuordnen war. Hohn et al. definierten daher ein viertes 
Phylum, die Nanoarchaeota. Als einzige Gattung des Phylums wurde bislang Nanoar-
chaeum beschrieben.  
Nanoarchaeum lebt in Symbiose mit oder als Parasiten auf dem Crenarchaeota Ignicoc-
cus. Nanoarchaeum konnte daher bisher nicht in Reinkultur sondern ausschließlich nur 
zusammen mit Ignococcus kultiviert werden. 
Vertreter der Gattung Nanoarchaeum wurden in jüngster Zeit noch aus anderen hy-
perthermophilen Habitaten mit Temperaturen um 90 °C isoliert, z.B. aus Hydrothermal-
systemen im Meer sowie aus heißen Quellen. Eine einzige bekannte Spezies ist jedoch 
Nanoarchaeota equitans mit einer Größe von 0,4 µm (WATERS ET AL. 2003). 
 
2.2 Methoden der mikrobiellen Taxonomie 
Die Taxonomie bzw. die Klassifizierung von Mikroorganismen basiert auf zwei Diszip-
linen, der Identifizierung und der Nomenklatur. Traditionelle Grundlage der Taxonomie 
ist die Untersuchung von phänotypischen Merkmalen, also charakteristischen Eigen-
schaften der Morphologie und der Physiologie. 
Lange Zeit wurde eine taxonomische Klassifizierung von Mikroorganismen nur basie-
rend auf solchen morphologischen und physiologischen Merkmalen durchgeführt. Aber 
mit der wachsenden Zahl neuisolierter Mikroorganismen wurden die Mikrobiologen 
zunehmend mit dem Problem der Identifizierung konfrontiert (WOESE, 1987). Die An-
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wendung molekularbiologischer Methoden ermöglichte die Ergänzung der ausschließ-
lich phänotypischen Identifizierung durch eine genotypische Charakterisierung.  
Basierend auf einer Vielzahl phänotypischer und genotypischer Merkmale mehrerer 
verschiedener Organismen kann mittels verschiedener mathematischer Methoden deren 
evolutionäre Verwandschaft ermittelt werden. Eine solche phylogenetische Analyse 
ermöglicht außerdem die Einordnung unbekannter Organismen in bestehende taxono-
mische Gruppen, in dem diese in Beziehung zu bekannten (Referenz-) Organismen ge-
setzt werden. 
Die derzeit gültige und sogleich die wichtigste taxonomische Klassifikation von Bacte-
ria und Archaea ist beschrieben im Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology (Garri-
ty et al. 2004). 
 
2.2.1 Phänotypische Charakterisierung 
2.2.1.1 Charakterisierung der Morphologie 
Mikroskopische Verfahren  
Bei Prokaryoten kann man verschiedene Zellformen finden, wie Kokken, Stäbchen, 
Spirillen oder filamentöse Formen. Prokaryotische Mikroorganismen können viele un-
terschiedliche Größen aufweisen, die von 0,4 µm bis zu 750 µm variieren können. Um 
die Zellen der Mikroorganismen und ihre innere Struktur sichtbar zu machen, werden 
entweder lichtmikroskopische oder elektronenmikroskopische Verfahren benutzt. 
 
Zellfärbungen 
Mikroskopische Verfahren können durch Färbeverfahren, welche bestimmte zelluläre 
Strukturen sichtbar machen, unterstützt werden. In der mikrobiellen Taxonomie ist die 
Gram-Färbung mit Kristallviolett-Jod sehr wichtig. Bei den grampositiven Bakterien 
wird durch den vielschichtigen, dickeren Peptidoglycan-Sacculus der Kristallviolett-
Jod-Komplex besser in der Zelle zurückgehalten als bei den gramnegativen Bakterien 
mit ihrer vergleichsweise dünnen Peptidoglycanschicht. Grampositive Bakterien bleiben 
bei der Differenzierung daher dunkelviolett. Gramnegative werden entfärbt, sie werden 
bei einer anschließenden Gegenfärbung mit Fuchsin rot gefärbt. Damit kann man Bakte-
ria mit Hilfe der Gram-Färbung grundsätzlich in zwei große Gruppen einteilen, die sich 
anhand der Zellwandstruktur voneinander unterscheiden. 
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Fettsäureanalyse (FAME) 
Eine ebenfalls weit verbreitete Methode zur Identifikation ist die Analyse von Fettsäu-
ren in der Cytoplasmamembran und den zellulären Membranen. Diese Analyse erfolgt 
durch die Hydrolyse einer Reinkultur verbunden mit einer chemischen Derivatisierung 
der Membranlipide. Anschließend werden die Säuregruppen der Fettsäuren methyliert. 
Die resultierenden Methylester können durch eine Gaschromatographie getrennt wer-
den. Das Muster der Fettsäuremethylester (engl. fatty acid methyl esters, Abk. FAME) 
bzw. deren Chromatogram wird dann mit den in einer Datenbank hinterlegten FAME-
Mustern von Referenz-Arten verglichen. 
Die Fettsäureanalyse ist ein Standardverfahren in der klinischen und medizinischen A-
nalytik sowie in der Nahrungsmittel-Produktion. Sie wird ebenfalls in der ökologischen 
Forschung benutzt, um bestimmte Bakterien in Umweltproben nachzuweisen (WIHTE ET 
AL. 1998; HEDRICK ET AL. 2000). 
 
2.2.1.2 Charakterisierung der Physiologie 
Die Physiologie von Mikroorganismen lässt sich am einfachsten anhand ihrer Stoff-
wechselleistungen ermitteln. Hierzu werden die Mikroorganismen bestimmten Kultur-
bedingungen ausgesetzt, unter denen sie entweder wachsen können oder absterben. 
 
Anaerobes und aerobes Wachstum 
Im Gegensatz zu Eukaryoten sind viele Prokaryoten zum Wachstum unter anaeroben 




Mikroorganismen lassen sich auch nach der Temperatur, bei der sie optimales Wachs-
tum zeigen, klassifizieren. Psychrophile Mikroorganismen wachsen bei niedrigen Tem-
peraturen zwischen -10 °C bis 20 °C, mesophile Mikroorganismen bei mittleren Tempe-
raturen von 25 °C bis 45 °C, thermophile Mikroorganismen bei Temperaturen über 
45 °C. Hyperthermophile Mikroorganismen sind in der Lage, bei extrem hohen Tempe-
raturen weit über 100 °C zu überleben und teilweise auch zu wachsen. 
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Substratverwertung  
Im Labor züchtet man Mikroorganismen auf zwei verschiedene Arten von Kulturme-
dien, entweder auf chemisch definierten Medien oder auf komplexen Medien.  
Chemisch definierte Medien sind Medien, in denen die genaue chemische Zusammen-
setzung bekannt ist. Komplexe Medien hingegen bestehen aus undefinierten Abbaupro-
dukten von tierischen oder pflanzlichen Ausgangsstoffen, wie z.B. aus Aufschlüssen 
von Casein, Rindfleisch, Sojabohnen oder Hefen. 
In der analytischen Mikrobiologie werden Kulturmedien oft selektiv oder differenziell 
verwendet. Die selektiven Medien inhibieren das Wachstum von einigen Mikroorga-
nismen, aber nicht von anderen, welche dann in dieser Kultur angereichert werden. Zu-
sätzlich können bestimmte Farbstoffe (Indikatoren) benutzt werden, um bestimmte che-
mische Reaktionen zu erkennen, die während des Wachstums ablaufen. Ein Beispiel 
hierfür ist die Änderung des pH-Wertes durch Säurebildung während der Gärungspro-
zesse. 
 
2.2.2 Genotypische Charakterisierung 
Die Ausprägung von morphologischen und physiologischen Merkmalen resultiert aus 
der genetischen Anlage verbunden mit einer umweltbedingten Variation. Der Einfluss 
der Umwelt auf die Merkmalsausbildung ist a priori nicht abschätzbar und kann extrem 
variabel ausfallen. Die taxonomische Einordnung von Organismen anhand von Merk-
malen mit hoher Umweltvarianz ist daher äußerst problematisch. 
Die genetische Information eines beliebigen Organismus unterliegt dagegen keinerlei 
Umweltvarianz. Mit jüngsten technischen Entwicklungen lässt sich die gesamte geneti-
sche Information eines Organismus innerhalb weniger Wochen komplett und statistisch 
abgesichert bestimmen (MARGULIES ET AL. 2005). Zur taxonomischen Einordnung 
reicht jedoch die Erfassung einzelner standardisierter und universeller Genstrukturen 
wie z.B. die Sequenzierung der Gene für die ribosomale RNA, die direkte Analyse der 
ribosomalen RNA oder die Verwendung von gruppenspezifischen DNA-Sonden zum 
Nachweis von bestimmten DNA-Strukturen in der genomischen DNA oder in DNA-
Transkripten. 
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2.2.2.1 Struktur der Ribosomen und Ribotyping 
Ribosomen 
Eine prokaryotische Zelle hat etwa 20000 Ribosomen, die fast ein Drittel der gesamten 
Zellmasse ausmachen. Das Ribosom ist der Ort der zellulären Proteinbiosynthese. 
Die Größe der Ribosomen und die ihrer Untereinheiten wird durch ihr Sedimentations-
verhalten während der Ultrazentrifugation im Dichtegradienten charakterisiert, das in 
Svedberg-Einheiten (Abk. S) angegeben wird.  
Die Ribosomen sind aus zwei verschieden großen Untereinheiten aufgebaut. Die grosse 
Untereinheit sedimentiert mit 50S und die kleine mit 30S. Jede Untereinheit setzt sich 
aus Protein- und Ribonukleinsäure- (RNA-) Anteilen zusammen.  
Die große 50S Untereinheit besteht aus zwei rRNA-Typen, einer 23S rRNA aus ca. 
2900 Nukleotiden und einer 5S rRNA aus ca. 120 Nukleotiden sowie 33 Strukturprote-
inen. 
Die kleine Untereinheit 30S des bakteriellen Ribosom ist aus der 16S rRNA mit 1542 
Nucleotiden und 21 verschiedenen Proteinen aufgebaut. 
Die molekularbiologischen Methoden zur Analyse von komplexen mikrobiellen Biozö-
nosen basieren auf Unterschieden in der Nukleinsäuresequenz. Die Zielstrukturen dieser 
Analysen sind meist die 16S oder 23S rRNA bzw. rDNA. Die 16S rRNA ist in der klei-
nen Untereinheit und die 23S rRNA in der großen Untereinheit der Ribosomen aller 
prokaryotischen Organismen lokalisiert. Aufgrund der einheitlichen Funktion der Ribo-
somen in der Proteinbiosynthese ist die Sequenz der 16S rRNA bzw. 23S rRNA und der 
entsprechenden Gene in manchen Bereichen stark konserviert. In den variablen Berei-
chen sind die Sequenzunterschiede umso größer, je geringer die phylogenetische Ver-
wandtschaft zweier Organismen ist. Daher sind diese variablen Bereiche besonders für 
phylogenetische Untersuchungen geeignet. 
 
Ribotyping 
Das ribotyping-Verfahren ist eine DNA-Fingerabdruck-Methode, welche basierend auf 
der 16S rDNA und der 23S rDNA eine Identifizierung von unbekannter bakterieller 
DNA ermöglicht. Hierbei wird das genetische Verhältnis zwischen dem unbekannten 
Mikroorganismus und bekannten Referenz-Organismen bestimmt (GRIMONT & 
GRIMONT. 1986, STULL ET AL. 1988, GRAVES ET AL. 1991). 
Stand der Forschung 14
Beim ribotyping wird nicht mit einer direkten DNA-Sequenzierung gearbeitet, sondern 
die ribosomale RNA eines Organismus wird durch ein Enzym, eine Restriktions-
endonuklease, an definierten Nukleotidsequenz-Mustern geschnitten. Danach werden 
die Fragmente in einer Gelelektrophorese getrennt und mit einer DNA-Sonde nachge-
wiesen. 
Diese Methode ist so spezifisch, weil jede Art ein einzigartiges Fragmentmuster besitzt, 
so dass man diese Technik auch als molekularer Fingerabdruck bezeichnen kann. In der 
Praxis wird das ribotyping-Verfahren mit DNA aus einer Kolonie oder Reinkultur 
durchgeführt. Die Muster der DNA-Fragmente können digitalisiert werden. Anschlie-
ßend erfolgt ein computergestützter Vergleich dieser Muster mit anderen Mustern von 
Referenzorganismen z.B. aus einer Datenbank. 
In der Zusammenfassung ist das ribotyping-Verfahren eine sehr spezifische und schnel-
le Methode zur bakteriellen Identifizierung, weswegen diese Technik häufig in der kli-
nischen Diagnostik eingesetzt wird (STULL ET AL. 1988; OLSEN ET AL. 1992; POPOVIC 
ET AL. 1993). Auch in der Abwasserreinigung haben KUNTZ ET AL. (2003) die riboty-
ping-Methode zum Nachweis von kontaminierenden Bakterien in einem amerikanischen 
Fluss benutzt.  
 
2.2.2.2 Nukleinsäure-Hybridisierung 
Eine denaturierte DNA (d.h. einzelsträngige DNA) kann verwendet werden, um Hybri-
de mit anderen einzelsträngigen DNA- (oder RNA-) Molekülen zu bilden. Vorausset-
zung hierfür ist jedoch die Anwesenheit gleichsinniger (komplementärer) Nukleotidse-
quenzen. Solche analytischen DNA-Moleküle werden als Sonden (engl. probe) be-
zeichnet, die komplementären DNA-Moleküle werden Ziel-DNA (engl. target) genannt. 
Mit bekannten DNA-Sonden können ähnliche DNA-Sequenzen in dem Genom bei un-
terschiedlichen Mikroorganismen detektiert werden. Durch ein Set verschiedener DNA-
Sonden können genetische Distanzen (Sonde hybridisiert bzw. hybridisiert nicht) ermit-
telt werden. Wie beim ribotyping findet hierbei keine direkte Ermittlung von Gense-
quenzen statt. 
 
2.2.2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird in erster Linie zur Bestimmung der 
mikrobiellen Diversität eingesetzt. Im Unterschied zu dem ribotyping-Verfahren oder 
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der DNA-Hybridiserung untersucht diese Technik die Nukleinsäuresequenz einer Zelle, 
ohne dabei deren Morphologie oder die Integrität der Zellkompartimente zu verändern. 
Erstmals beschrieben wurde diese Methode von PARDUE & GALL sowie von JOHN ET AL. 
1969. 
Die auf Gensondentechnik basierende Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
(FISH) ist eine kultivierungsunabhängige Methode, bei der phylogenetische Bakterien-
gruppen mittels 16S oder 23S rDNA-Oligonukleotidsonden nachgewiesen werden. 
Durch Fluoreszenzmarkierung der Sonden können die einzelnen Zellen der Zielorga-
nismen unter dem Mikroskop identifiziert und quantifiziert werden (AMANN ET AL. 
1995).  
Eine hohe Kopienzahl der 16S bzw. 23S rRNA liegt nur in intakten, stoffwechselakti-
ven Zellen vor. Diese hohe Kopienzahl ist Voraussetzung für ein deutliches Fluores-
zenzsignal bei Verwendung einfach markierter Sonden. Die Test-Sonde ist markiert 
durch enzymatische Inkorporation von Biotin- oder Digoxigenin-markierten Nukleoti-
den. Daneben gibt es auch mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte Sonden. Bei der FISH 
erfolgt die Hybridisierung nicht an isolierten DNA-Molekülen, sondern in situ im bio-
logischen Präparat, wo die Ziel-DNA noch in den Zellen vorliegt. 
Durch neue DNA-Technologien können unterschiedlichste DNA-Fragmente von ver-
schiedenen Ursprungsorganismen in kurzer Zeit kloniert werden und so als Sonde ein-
gesetzt werden. Eine Vielzahl solcher DNA-Fragmente für den Nachweis vieler mikro-
bieller Gruppen sind vorhanden und bereits für eine Verwendung als FISH-Sonde opti-
miert. Mittels FISH-Analyse wurden Untersuchungen der mikrobiellen Diversität in 
Belebtschlamm verschiedener methanogener Reaktoren in Abwasserreinigungsprozes-
sen durchgeführt (SEKIGUCHI ET AL. 2001, TANG ET AL. 2005). 
 
2.2.2.4 Sequenzanalyse der RNA oder DNA 
Unter einer DNA- oder RNA-Sequenzierung versteht man die Bestimmung der DNA- 
oder RNA-Nukleotidsequenz in einem DNA-Molekül. Während die DNA von einem 
bekannten Startpunkt aus direkt sequenziert werden kann, müssen RNA-Moleküle (z.B. 
ribosomale RNA) vor der Sequenzierung durch eine enzymatische Reaktion in die 
komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Bei Kenntnis der genauen 
Nukleotidabfolge ausgewählter DNA-Segmente kann diese mit den Nukleotidsequenzen 
von Referenzarten in Beziehung gesetzt werden und so die genetische Distanz zwischen 
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den Organismen ermittelt werden (SANGER & COULSON. 1975; SANGER ET AL. 1977; 
MAXAM & GILBERT. 1977). 
 
2.2.2.5 Analyse anderer Gene 
Die Energiegewinnung der methanogenen Archaea verläuft über den Stoffwechselweg 
der Methanogenese. Das Schlüsselenzym der Methanogenese ist die Methyl-Coenzym-
M-Reduktase (MCR), welche den letzten Schritt der Methansynthese katalysiert, bei 
dem ein S-Methyl-Coenzym-M-Komplex zu Methan und Coenzym-M reduziert wird. 
Dieses Enzym setzt sich aus verschiedenen Untereinheiten (Alpha-, Beta-, Gamma-
Untereinheit) zusammen. Die mcrA-Gene (Methyl-Coenzym-M Reduktase Untereinheit 
Alpha) werden neben der Analyse der 16S rDNA Sequenz ebenfalls für eine taxonomi-
sche Untersuchung der methanogenen Archaea verwendet (LUEDERS ET AL. 2001; 
LUTON ET AL. 2002).  
 
2.2.2.6 Analyse des gesamten Genoms 
Genomprojekte 
Das Genom beschreibt die gesamte genetische Ausstattung eines Lebewesens. Die Ge-
nom-Sequenzierung liefert somit nicht nur die genetische Information eines Lebewe-
sens, sondern definiert auch dessen Stoffwechsel, Funktion und seine Evolutionsge-
schichte. 
1976 war die erste vollständige Sequenzierung eines (RNA-) Genoms, nämlich die des 
Virus MS2, mit einer Größe von 3569 Nukleotiden abgeschlossen (FIERS ET AL. 1976). 
Bis zum Jahr 2000 wurden die 3 Milliarden Basenpaare des haploiden Genoms des 
Menschen untersucht. Zur Zeit sind die vollständigen Genome von einigen hundert Ar-
ten ermittelt und viele sind in Bearbeitung. (GLÖCKNER ET AL. 2003; VENTER ET AL. 
2004; SCHLESNER ET AL. 2004; DE LONG ET AL. 2005). 
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2.2.3 Bioinformatische Ressourcen 
2.2.3.1 National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
Die weltweit größte Sammlung für DNA-Sequenzen befindet sich am National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) und ist via Internet1 frei und unentgeltlich ver-
fügbar. NCBI wurde 1988 als Zentrales Institut für Datenverarbeitung und Datenspei-
cherung in der Molekularbiologie gegründet wurde. Neben der DNA-Sequenzsammlung 
(GenBank) stellt NCBI dem Anwender auch eine Datenbank mit wissenschaftlicher 
Literatur (PubMed) sowie diverse Standardsoftware der Bioinformatik zur Verfügung. 
Es ermöglicht so umfangreiches Suchen und bietet eine ganze Reihe von Tools zur Da-
tenanalyse und für spezielle Suchoperationen (BENSON ET AL. 2006). 
Der Vergleich von DNA-Sequenzen mit in der GenBank gespeicherten Sequenzen lässt 
sich einfach mit dem Softwarepaket BLAST2 (basic local alignment search tool) ver-
wirklichen. BLAST ist für eine Sammlung der weltweit am meisten genutzten Pro-
gramme zur Analyse biologischer Sequenzdaten und wurde in der ersten Version 1990 
von ALTSCHUL ET AL. programmiert. BLAST wird dazu verwendet, experimentell er-
mittelte DNA- (BLASTN) oder Protein-Sequenzen (BLASTP) mit bereits in einer Da-
tenbank vorhandenen Sequenzen zu vergleichen.  
 
2.2.3.2 Das Ribosomal Database Project (RDP) 
Speziell zur Analyse der ribosomalen Sequenzen wurde das Ribosomal Database Pro-
ject3 eingerichtet (HARMSEN ET AL. 2004). Dieses verfügt über eine online-
Datenanalyse, Softwarelösungen zur Erstellung von phylogenetischen Bäumen sowie 
Software zum Allignment von rRNA Sequenzen. Im Unterschied zu der NCBI Gen-
Bank enthält die RDP-Datenbank ausschließlich rDNA-Sequenzen und ist für die 
Durchführung von taxonomischen Analysen optimiert. 
 
2.2.3.3 Programme für den Vergleich von Nukleotidsequenzen: Clustal 
Das Softwareprogramm Clustal4 ist ein universell einsetzbares Computerprogramm zur 
Ausrichtung von DNA- oder Protein-Sequenzen (Allignment). Mit dem ClustalW-
Algorithmus können schnell und einfach Sequenzvergleiche durchgeführt werden. Die-
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se open source Software ist sehr häufig in vielen anderen phylogenetischen Programm-
paketen wie z.B. MEGA integriert (CHENNA ET AL. 2003).  
 
2.2.3.4 Programme für phylogenetische Analysen: MEGA 
Das Softwarepaket MEGA1 ist ein Programm für die Analyse von phylogenetischen 
Relationen zwischen verschiedenen Organismen basierend auf der Analyse von DNA- 
und Proteinsequenzen (KUMAR ET AL. 2003). 
MEGA enthält Programme zur Ausrichtung von Sequenzen (ClustalW) sowie zur Er-
mittelung der paarweisen und gesamten Distanz. Weiterhin kann die phylogenetische 
Relation mittels einer Clusteranalyse grafisch als phylogenetischer Baum dargestellt 
werden. 
MEGA bietet verschiedene statistische Verfahren zur Durchführung von phylogeneti-
schen Analysen, die vom Anwender frei kombiniert werden können. Im Folgenden soll 
eine kurze Übersicht über die wichtigsten dieser Verfahren gegeben werden. 
Der Neighbour-Joining-Algorithmus ist ein mathematisches Verfahren, um Datensät-
ze zu vergleichen und anzuordnen. Dieses Verfahren wurde 1987 von SAITOU & NEI 
vorgestellt und 1988 von STUDIER & KEPPLER verbessert. Dieses Verfahren wird zur 
Erstellung von phylogenetischen Baumstrukturen verwendet. Hiermit soll anhand von 
variierenden Merkmalen in der Datenmatrix die Wahrscheinlichkeit einer Abstam-
mungs- oder Verwandtschafts-Beziehung in einer stammbaumartigen Darstellung be-
rechnet werden. Der Algorithmus benötigt Wissen über die Distanz zwischen zwei Paa-
ren von Taxa (Arten oder Sequenzen) in einem Baum. 
Die Jukes-Cantor-Korrektion wird verwendet, um die Distanzdaten, die aus einem 
Sequenzalignment stammen, zu korrigieren. Hierbei wird jede Position in der Nukleo-
tid-Reihenfolge der DNA eine gleiche Wahrscheinlichkeit von Mutationen zugewiesen 
(FELSENSTEIN 1985). 
Zur statistischen Absicherung von den ermittelten pyhlogenetischen Relationen wird 
häufig eine Bootstrap-Analyse durchgeführt. Anhand einer Vielzahl von wiederholten 
Clusterberechnungen basierend auf partiellen Datensätzen kann so ein Wert für die sta-
tistische Sicherheit der phylogenetischen Gruppen ermittelt werden (GARRITY ET AL 
2001). 
                                                 
1 http://www.megasoftware.net 
Stand der Forschung 19
2.3 Molekulargenetische Verfahren zur Analyse komple-
xer mikrobieller Lebensgemeinschaften 
Häufig verwendete molekularbiologische Methoden zur Erfassung der bakteriellen Di-
versität und Zusammensetzung von Umwelthabitaten sind die Erstellung von Genban-
ken in Kombination der amplified rDNA restriction analysis (ARDRA), die denaturie-
rende Gradientengelelektrophorese (DGGE), die Restriktionsfragmentlängenpoly-
morphismus-Analyse (RFLP) und die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). 
 
2.3.1 Anlage einer 16S rDNA Bank 
Die Charakterisierung der mikrobiellen Artenvielfalt erfolgt mittels einer Analyse der 
Sequenzunterschiede innerhalb der 16S rDNA (taxonomischer Standard). Aus der ge-
reinigten DNA wird ein Bereich der 16S rDNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
selektiv vervielfäligt. Die PCR-Produkte werden in ein Plasmid ligiert und das Kon-
strukt in E. coli transformiert (16S rDNA Bibliothek).  
 
2.3.2 ARDRA (Restriktionsanalyse der amplifizierten 16S rDNA) 
Die Diversität der 16S rDNA Sequenzen innerhalb einer DNA-Bibliothek wird mittels 
fingerprint-Analyse (ARDRA) ermittelt. Jeder individuelle fingerprint repräsentiert eine 
bestimmte Art bzw. Gruppe innerhalb der Biogasreaktorprobe. Nach der Sequenzierung 
der entsprechenden 16S rDNA und deren Vergleich mit Genbank-Sequenzen kann eine 
phylogenetische Einordnung durchgeführt werden. 
Die zu analysierende DNA-Sequenz wird mit Restriktionsenzymen geschnitten. Die 
Polymorphismen in den Restriktionsschnittstellen zwischen verschiedenen Arten bewir-
ken unterschiedliche Fragmentlängen, welche elektrophoretisch detektiert werden kön-
nen. 
Nach einem visuellen Vergleich der ARDRA-Muster werden repräsentative Klone für 
jedes individuelle ARDRA-Muster ausgewählt und deren 16S-rDNA-Insert sequenziert. 
Die Sequenzen werden als operative taxonomische Einheiten (operational taxonomic 
units, OTU) verwendet. OTU ist ein neutraler und unverbindlicher Begriff für Taxa in 
einer phylogenetischen Analyse, unter Umgehung der Unterscheidung von Art, Popula-
tion oder Individuum. 
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Die ARDRA-Technik wurde bereits erfolgreich zur Analyse der mikrobiellen Lebens-
gemeinschaften in methanogenen Reaktoren (CSTR, Abwasserreaktoren) eingesetzt. 
Beispiele hierfür sind die Arbeiten von FERNANDEZ ET AL. (1999) und KLOCKE ET AL. 
(2007). 
 
2.3.3 Environmental Genomics 
Die Möglichkeit mikrobielle Genome vollständig zu sequenzieren hat in den letzten 
Jahren neue Wege zum Verständnis der Diversität und Funktion von Mikroorganismen 
in einer Vielzahl von Umwelten eröffnet. Das Ziel der mikrobiellen Genomforschung 
ist es, durch die Untersuchung des genetischen Potenzials von Mikroorganismen mehr 
über die Mechanismen herauszufinden, die es den Organismen erlauben, sich an wech-
selnde Umweltbedingungen anzupassen. 
Das Potential von molekularbiologischen Methoden, wie die von C. VENTER mit der 
Sequenzierung des humanen Genoms eingeführte Methode des whole genome shotgun 
sequencing, werden eindrucksvoll durch das ebenfalls von VENTER ET AL. 2004 durch-
geführte Metagenomik-Projekt zur Analyse der gesamten mikrobiellen Diversität der 
Sargasso-See aufgezeigt. Hier bei soll in einem Gebiet in der Nähe des Bermudadrei-
ecks ausschließlich durch die zufällige Sequenzierung der gesamten DNA in einer 
Meerwasserprobe eine Inventarisierung aller Kleinstlebewesen durchgeführt werden. 
Das Sargossa-See-Projekt lieferte den öffentlichen Datenbanken mehr als 1,6 Gbp 
(= 1.600.000.000 Basenpaare) in 1.045.970 individuellen Einträgen an DNA-Sequenzen 
(VENTER ET AL. 2004). 
Der Vorteil der direkten Sequenzierung von DNA aus Umweltproben ist, dass keine 
vorherige Kultivierung der Mikroorganismen benötigt wird. Da ein großer Teil der na-
türlichen mikrobiellen Diversität mit klassischen Kultivierungsmethoden kaum oder 
schwerzugänglich ist, stellt die kultivierungsunabhängige Analyse der mikrobiellen 
DNA die einzige Vorgehensweise zur vollständigen Inventarisierung der Arten dar. 
 
2.4 Anaerober Abbau von organischen Substanzen 
Der Abbau von organischen Substanzen unter anaeroben Bedingungen (Gärung) ist ein 
grundlegender Prozess zur Energiegewinnung. Hierbei erfolgt die Bildung des universa-
len zellulären Energieträgers Adenosintriphosphat (ATP) durch eine Substratket-
tenphosphorylierung. Während bei der Atmung unter aeroben Bedingungen die in dem 
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Prozess reduzierten Coenzyme (z.B. NADH) durch Übertragung der Elektronen auf 
Sauerstoff reoxidiert und damit recycelt werden können, ist unter anaeroben Bedingun-
gen die Gärung der einzige Weg zur Reoxidation der reduzierten Coenzyme. 
Gärenden Organismen fehlt die Fähigkeit, durch die Übertragung von Elektronen auf 
einen externen Elektronenakzeptor für den Stoffwechsel nutzbare Energie zu erzeugen. 
Im Laufe der Evolution haben sich verschiedene Gärungstypen gebildet, die sich im 
Wesentlichen durch die Art der Metabolisierung von Pyruvat unterscheiden. Pyruvat ist 
das zentrale Intermediat der Gärungsstoffwechsel und wird durch die Glykolyse oder 
alternative Stoffwechselwege gebildet. Neben Kohlenhydraten können auch Fettsäuren, 
Aminosäuren und einige aromatische Verbindungen vergoren werden, wobei der Abbau 
oft von speziellen fermentativen Bacteria durchgeführt wird.  
Gärungen werden auf der Grundlage der fermentierten Substrate Polysaccharide, Poly-
peptide und Fette bzw. der gebildeten Endprodukte eingeteilt. Die wichtigsten Typen 
sind die alkoholische-, die Milchsäure-, die Propionsäure-, die Buttersäure-, die ge-
mischte Säure- und die Essigsäuregärung.  
Die Gärung ist zentraler Bestanteil des anaeroben Abbaus von Biomasse (Abb. 3).  
 
 
Abb. 3: Der Abbauprozess von organischen Verbindungen unter anaeroben Bedingungen 
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Der Gärung vorausgehen kann eine Monomerisierung von langkettigen Biomolekülen 
durch hydrolytische Bakterien. Nachfolgend kann eine Verwertung der Endprodukte der 
Gärung durch methanogene Archaea erfolgen. 
 
2.4.1 Hydrolyse 
In diesem ersten Abbauschritt werden die Biopolymere (Polysaccharide, Polypeptide 
und Fette) durch hydrolytische Bakterien in Monomere und Oligomere (Zucker, Ami-
nosäuren, Oligopeptide, langkettige Fettsäuren, Glyceride) zerlegt. Die notwendigen 




Die Monomere und Oligomere aus der Hydrolyse werden in Acidogenese, also der Säu-
rebildung im Zuge der Gärung, durch fermentative Bakterien (z.B. Clostridien) weiter 
abgebaut. Die dabei entstehenden Produkte bestehen hauptsächlich aus Carboxylsäuren 
wie Essigsäure, Buttersäure und Propionsäure. Parallel werden auch andere Produkte 
wie kurzkettige Alkohole, Milchsäure, Wasserstoff und Kohlendioxid gebildet. Bei die-
sem Umsetzungsschritt verzeichnen die fakultativ anaeroben Mikroorganismen erstmals 
einen Energiegewinn, und es werden bei dieser Umsetzung bereits bis zu 20 % des Ge-
samtanteils an Essigsäure gebildet.  
 
2.4.3 Acetogenese 
Die acetogenen Bakterien stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen Gärung und Me-
thanbildung dar. Hierbei werden Propionsäure, Buttersäure und kurzkettige Alkohole zu 
Essigsäure, Kohlendioxid und Wasserstoff abgebaut. Essigsäure und Wasserstoff wie-
derum sind Substrate für methanogene Archaea. 
Die Einzelreaktionen der Stoffwechselreaktionen während der acedogenen Stufe werden 
nachfolgend zusammengefasst: 
Ethanol  Essigsäure (Acetat) + Wasserstoff 
OHOHCHCH 223 +  → 23 H2COOHCH +  
   
Propionsäure  Essigsäure + Kohlendioxid + Wasserstoff 
OH2COOHCHCH 223 +  → 223 H3COCOOHCH ++  
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Buttersäure  Essigsäure + Wasserstoff 
OHCOOHCHCHCH 2223 +  → ++ HCOOHCH2 3  
   
Valeriansäure  Essigsäure + Buttersäure  
( ) OH2COOHCHCH 2323 +  → 22233 HCOOH)CH(CHCOOHCH ++  
   
Capronsäure  Essigsäure + Wasserstoff 
( ) OH4COOHCHCH 2423 +  → 23 H5COOHCH3 +  
   
Milchsäure  Essigsäure + Kohlendioxid + Wasserstoff 
OH2CHOHCOOCH 23 +
−  → +− +++ HH2HCOCOOHCH 233  
   
Kohlendioxid + Wasserstoff  Essigsäure  
22 H4CO2 +  → OH2COOHCH 23 +  
   
Glycerin  Essigsäure + Wasserstoff 
OHOHC 2353 +  → 223 COH2COOHCH ++  
   
   
2.4.4 Methanogenese 
Die Methanogenese ist eine anaerobe Bildung von Methan durch bestimmte (methano-
gene) Archaea unter Energiegewinn. In dieser obligat anaerob ablaufenden Phase wird 
Essigsäure, die während der Acidogenese und Acetogenese gebildet wurde, durch ace-
togenotrophe Archaea in Methan (CH4) und Kohlendioxid (CO2) sowie Kohlendioxid 
(CO2) und Wasserstoff (H2) durch hydrogenotrophe Methanbildner in Methan und Was-
serstoff umgewandelt. 
 
Die wichtigste chemische Reaktion der Archaea werden nachfolgend dargestellt: 
Essigsäure  Methan + Kohlendioxid 
OHCOOCH 23 +
−  → −+ 34 HCOCH  
   
Methanol  Methan (+ Kohlendioxid) 











23 HOHCH +  → OHCH 24 +  
   
Ethanol  Methan + Essigsäure 
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2.4.5 Mikrobiologie der Fermentation 
Die Fermentation wird in erster Linie durch Bacteria durchgeführt. Die meisten fermen-
tativen Bacteria sind in der Gattung Clostridium zu finden. Die einzelnen Arten der Gat-
tung Clostridium werden in erster Linie anhand der chemischen Natur der vergorenen 
Substrate bzw. der Endprodukte der Gärung unterschieden.  
Eine Reihe von Clostridium-Arten sind in der Lage, Zucker, Stärke und Pektin zu ver-
gären. Als Beispiele hierfür seien C. thermocellum und C. butyricum genannt. Diese 
Arten erzeugen als Endprodukte der Gärung Aceton, Butanol, Ethanol, Buttersäure, 
Essigsäure, Propionsäure, Succinylsäure, Kohlensäure und Wasserstoff. Einige Clostri-
dien des Aceton/Butanol-Typs, wie z.B. C. pasteurianum, können zusätzlich Stickstoff 
fixieren. (LEMEE ET AL. 2004). 
Eine andere Gruppe der Clostridien bezieht ihre Energie aus der Vergärung von Amino-
säuren. Beispielhaft für diese Gruppe ist C. sporogenes. C. sporogenes katabolisiert eine 
Mischung der Aminosäuren Glycin und Alanin. Endprodukte der Gärung von C. sporo-
genes sind Essigsäure, Fettsäure, Ammoniak, Kohlendioxid und, unter bestimmten Be-
dingungen, auch manchmal Wasserstoff (DUPUY ET AL. 2005)  
Manche Arten wie z.B. C. cellobioparuma vergären Cellulose und erzeugen als Gä-
rungsprodukte Acetat, Lactat, Succinat, Ethanol, Kohlendioxid und Wasserstoff. Die 
Art C. kluyveri wiederum nutzt Ethanol als Substrat für die Gärung und bildet hieraus 
Buttersäure, Capronsäure und Wasserstoff. (WOESE ET AL. 1991; ROHDICH ET AL. 2001). 
Syntrophie ist eine Situation, in der zwei unabhängige und unterscheidbare Organismen 
eine Substanz abbauen und daraus Energie gewinnen, wo keiner der beteiligten Orga-
nismen alleine  in der Lage wäre, diese Abbauleistung allein zu vollbringen. 
Vertreter der obligat syntrophen Mikroorganismen, die man auch die sekundären fer-
mentativen Bacteria nennt, sind z.B. Syntrophobacter wolinii, Syntrophomonas wolfei, 
Syntrophospora bryantii und Syntrophus buswelii. Diese Mikroorganismen nutzen die 
von anderen fermentativen Bacteria erzeugten Fettsäuren für ihren Katabolismus. End-
produkt dieser Organismen ist meistens Wasserstoff und Kohlenstoff (ZEHNDER & 
WUHRMANN 1977). 
Für die Biogas-Bildung von Bedeutung sind alle diese Gruppen fermentativer Bacteria. 
Sie spielen eine große Rolle vor allem in den Prozessen der Hydrogenese und der Aci-
dogenese und sind daher häufig und in großer Menge in Biogas-Reaktoren vertreten. 
Dominierende Arten der Fermentation sind in anaeroben Laborreaktoren C. indolis, C. 
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paraputrificum und C. butyricum (DELBES ET AL. 2001). In mesophilen Reaktoren mit 
Belebtschlamm sind C. cellulosi, C. acetobutyricum und C.tyrobutyricum als dominie-
rende Arten nachgewiesen worden (FANG ET AL. 2002). 
 
2.4.6 Sulfatreduktion als konkurrierender Prozess zur Fermenta-
tion und Methanogenese 
Unter anaerobenen Bedingungen können Sulfat (SO4)2- und elementarer Schwefel (S) 
als finale Elektronenakzeptoren im Rahmen des Stoffwechsels einer großen Gruppe von 
Delta-Proteobacteria dienen, vorrangig in Verbindung mit Wasserstoff als Elektonendo-
nor. 
Häufige Vertreter in anaeroben Milieus dieser Gruppe sind Desulfovibrio, Desulfotoma-
culum und Desulfobulbus, welche als Elektronendonoren Lactat, Pyruvat, Ethanol oder 
bestimmte Fettsäuren verwerten. Dabei wird Sulfat zu Schwefelwasserstoff reduziert. 
Andere Gattungen, wie Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina und Desulfone-
ma sind auf die Oxidation von Fettsäuren, insbesondere Acetat spezialisiert. Dabei wird 
Sulfat (SO4)2- zu Sulfid (S2-) reduziert. 
Die sulfatreduzierenden Bacteria sind Bestandteil des anaeroben Abbauprozesses von 
Biomasse. Natürliche Lebensräume sind vorrangig aquatische Habitate, wie anoxische 
Süsswasser, aber auch anoxische terrestrische Ökosysteme oder der Darmtrakt von Säu-
getieren.  
In technischen Systemen zur Bildung von Biogas und hierbei besonders in Reaktoren 
zur anaeroben Verwertung von Klärschlamm wurden eine große Anzahl von verschie-
denen sulfatreduzierenden Bacteria gefunden. Dominante Arten waren hierbei Desulfo-
coccus multivorans, Desulfosarcina variabilis und Desulfobotulus sapovorans (RASKIN 
ET AL. 1995). Speziell als Bestandteil von mikrobiellen Lebensgemeinschaften auf O-
berflächen, so genannten Biofilmen, wurden in anaeroben Reaktoren die Arten Desulfo-
vibrio desulfuricans, Desulfobacter latus und Desulfobulbus propionicus nachgewiesen 
(RASKIN ET AL. 1996). 
 
2.4.7 Mikrobiologie der Methanogenese 
Methan kann ausschließlich von Archaea gebildet werden, methanogene Bacteria sind 
nicht bekannt. Innerhalb der Archaea ist die Fähigkeit zu Methanbildung auf die Eury-
archaeota beschränkt.  
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Methanogene Archaea finden sich in fünf verschiedenen Ordnungen, welche sich ein-
deutig u.a. anhand der Nukleotidsequenz der 16S rDNA unterscheiden lassen: Metha-
nobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales und Metha-
nopyrales. Zu der letzteren Ordnung zählen ausschließlich extremophile Mikroorganis-
men. Bislang nicht taxonomisch eingeordnet sind zwei neue Gruppen, welche in dieser 
Arbeit entsprechend der Erstautoren als CA-11-Gruppe (GODON ET AL. 1997) bzw. als 
ARC-I-Gruppe (CHOUARI ET AL. 2005) bezeichnet werden.  
In der Ordnung Methanobacteriales sind bislang zwei Arten beschrieben: Methanobac-
terium thermoformicicum und Methanobacterium bryantii. Beide Arten zählen zu den 
hydrogenotrophen Arten, welche sich regelmäßig in Abwasser finden lassen 
(SEKIGUCHI ET AL. 1998; RASKIN ET AL. 1996). 
Ebenfalls aus Abwasserproben isolierten 1995 RASKIN ET AL. erstmals Vertreter der 
Ordnung Methanococcales. Methanococcales sind wie die Methanobacteriales ebenfalls 
H2 und CO2 verwertende Spezies. 
In der Ordnung Methanomicrobiales werden die Gattungen Methanoculleus und Metha-
nospirillum zusammengefasst. Diese hydrogenotrophen Arten wurden aus dem 
Schlamm eines Reisfeldes isoliert (WU ET AL. 2006). 
Vertreter der Ordnung Methanosarcinales werden in verschiedenen anaeroben Habitaten 
gefunden. Methanosarcinales sind in der Lage, eine Reihe unterschiedlicher Substrate 
zur Energiegewinnung zu nutzen. Die Gattung Methanosarcina beinhaltet sowohl ace-
totrophe und hydrogenotrophe Arten wie Methanosarcina barkeri und Methanosarcina 
acetovorans. Aus Proben von anaeroben Böden von Reisfeldern wurden Arten wie Me-
thanosarcina barkeri, Methanosarcina thermophila und Methanosarcina semesiae iso-
liert (WU ET AL. 2006). In Laborfermentern beschickt mit Glucose wurde eine andere 
Art, Methanosarcina mazei, als eine dominierte Art beschrieben (FERNANDEZ ET AL. 
1999). Ähnliche Methanosarcinales konnten auch aus Biogasfermentern in Kofermenta-
tionen von Rübensilage mit Gülle isoliert werden. Methanosarcina acetivorans C2A, 
Methanosarcina mazei und Methanosarcina barkeri sind an dieser Fermentation betei-
ligt (KLOCKE ET AL. 2007). 
Zu der Ordnung Methanosarcinales gehört auch die ausschließlich acetotrophe Gattung 
Methanosaeta. Vertreter dieser Gattung wie z.B. Methanosaeta concilii finden sich in 
Prozessen der Abwasserreinigung (SEKIGUCHI ET AL. 1998) und in anaeroben Be-
lebtschlammreaktoren (LECLERC ET AL. 2001).  
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2.5 Technische Systeme zur Erzeugung von Biogas 
2.5.1 Fermentationen mit granuliertem Schlamm 
Der Reaktor mit granuliertem Schlamm ist eine neuere Entwicklung eines anaeroben 
Hochleistungsreaktors zur Abwasserreinigung. Hierbei besteht der granulierte Schlamm 
aus einem Konglomerat von immobilen anaeroben Mikroorganismen (DUBOURGUIER ET 
AL. 1988). Dieser Reaktortyp bietet optimale Bedingungen und Schutz für die an den 
Abbauprozessen beteiligten Mikroorganismen wie den methanogenen Archaea und die 
syntrophen Bacteria (HOFMAN-BANG ET AL. 1988). 
Typische Konstruktionsformen mit granuliertem Schlamm sind UASB-Reaktoren 
(upflow anaerobic sludge blanket). Andere Systeme sind ESGB-Reaktoren (expanded 
granular sludge blanket) (LETINGA, 1996; VAN LIER, 1997), UBF-Reaktoren (upflow 
sludge bed filters) (MACLEOD ET AL. 1990; FANG & KWONG, 1995) oder kompartimen-
tierte UASB-Reaktoren (SEGHEZZO ET AL. 1998). Der Betrieb dieser Reaktoren erfolgt 




Der Rührkessel-Reaktor oder CSTR-Reaktor (completly stirred tank reactor) ist ein 
aufgrund seiner einfachen Konstruktion insbesondere in der Landwirtschaft häufig ver-
wendeter Reaktortyp. Der CSTR-Reaktor besteht im einfachsten Falle nur aus einem 
luftdichten Behälter mit einem Rührwerk zur vollständigen Durchmischung des Reak-
torinhalts. Der CSTR-Reaktor wurde anfangs vorrangig für die Biogasgewinung aus 
Gülle und anderen flüssigen Medien angewandt. Wenn die Konzentration von Biomasse 
sehr hoch ist, wie z.B. bei einer überwiegenden oder ausschließlichen Fermentation von 
nachwachsenden Rohstoffen, ist das einfache Rührkesselsystem jedoch nicht in der La-
ge, das Substrat genügend zu durchmischen. In solchen Fällen müssen ergänzende tech-
nische Lösungen eingerichtet werden. 
 
2.5.3 Anaerobe Festbettreaktoren mit Biofilm 
Festbettreaktoren (fixed bed reactor) oder Anaerobfilter werden bislang hauptsächlich 
im Rahmen der Abwasserreinigung eingesetzt. Festbettreaktoren bestehen aus einem 
geschlossenen Behälter mit Füllkörpern unterschiedlicher Zusammensetzung, welcher 
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von unten nach oben mit der Prozessflüssigkeit (Substrat) durchströmt wird. Die Mik-
roorganismen wachsen auf dem Trägermaterial der Füllkörper. Gegenüber suspendierter 
Biomasse zeichnet sich der Biofilm auf den Füllkörpern durch eine größere Artenviel-
falt aus (AMANN ET AL. 1992, RASKIN ET AL. 1996). 
 
2.5.4 Substrate für die Biogasgewinnung 
Die Biogas-Ausbeute hängt von vielen Faktoren ab, wie z.B. von der Art des Substrates 
und dessen chemischer Zusammensetzung. Heutige Biogasanlagen im ländlichen Raum 
werden meist in Flüssigfermentation oder als Kofermentationsanlagen betrieben. Bei 
letzterem werden dem Reaktor zusätzlich zur Gülle als Grundsubstrat andere organische 
Stoffe als Kosubstrate zugeführt. Die Bewertung der Substrate erfolgt nach verschiede-
nen Kriterien, die sowohl die Methanertragspotentiale und den Einfluss auf die Mikro-
biologie sowie den Chemismus des anaeroben Abbaus berücksichtigen (PLÖCHL & 
HEIERMANN. 2002). 
In Biogasanlagen der Landwirtschaft wird häufig Rinder- und Schweingülle als Grund-
substrat eingesetzt. Diese stabilisiert den Fermentationsprozess auf Grund seiner Zu-
sammensetzung und gleicht Schwankungen in der Qualität des Gärsubstrats aus. Die 
Methanausbeute aus der Gülle hängt vom Tierleistungsniveau und von der 
Fütterungsintensität ab. Die höchsten Methanausbeuten werden bei mittlerer 
Tierleistung und bei ausgeglichener Fütterung erreicht (AMON 2003). 
Zur Steigerung der Biogasausbeute lässt sich die nährstoffarme Gülle mit anderen, häu-
fig festen Substraten ergänzen. Im landwirtschaftlichen Bereich sind verschiedene Kul-
turarten, so genannte Energiepflanzen, dafür geeignet und werden gezielt für eine späte-
re Verwendung zur Biogaserzeugung angebaut. Beispiele hierfür sind Silomais, ver-
schiedene Getreide-Ganzpflanzensilagen, Gräser mit hohem Biomasseertrag, Rüben und 
andere Feldfrüchte. Bei der Nutzung von Energiepflanzen ist das Ziel, einen möglichst 
hohen Methanertrag pro Hektar bei geringst möglichen Kosten für Ernte, Anbau und 
Konservierung zu erreichen. 
Organische Produktionsabfälle, die aus der Nahrungs- und Genussmittelindustrie stam-
men und z.B. von Brauereien, Brennereien, Keltereien oder der Zuckerindustrie erzeugt 
werden, sind unter bestimmten Rahmenbedingungen für die Fermentation gut geeignet, 
da sie geringe Trockenmassegehalte aufweisen und meist leicht biologisch abbaubar 
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sind. Die Nährstoffzusammensetzung solcher Abfälle variiert bei gleichem Erzeuger 
kaum, so dass die Mikroflora in einem Biogasreaktor sich leicht adaptieren kann. 
Anders ist es im Falle fester Bioabfälle aus der kommunalen Sammlung. Hier spielt die 
Kofermentation bislang eine untergeordnete Rolle. Häufig finden sich zudem in diesen 
Abfällen Stör- und Schadstoffe, welche sich hier negativ auf den Gärprozess auswirken 
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3 Material und Methoden 
3.1 Bioreaktorbetrieb und Probennahme 
3.1.1 Betrieb des CSTR-Reaktors 
Die Probennahme erfolgte aus einem CSTR-Biogasreaktor, welcher semikontinuierlich 
mit Maissilage beschickt wurde. Das Nutzvolumen betrug 3 l (Abb. 4). Der CSTR wur-
de gestartet mit einem Aliquot aus dem Ablauf eines anderen CSTR. Über einen ther-
mostatbeheizten Wassermantel erfolgte die Temperierung des Reaktors auf 35 °C (me-
sophiler Prozess). Zur Durchmischung des Reaktorinhalts wurden zeitschaltuhrgesteuer-
te Stahl-Plexiglas-Rührer verwendet. Das produzierte Biogas wurde in einem Gasbeutel 
gesammelt. 
Der Reaktor wurde über einen Zeitraum von 11 Wochen analysiert. Zu Beginn des Ver-
suchs wurde der Biogasreaktor mit Rindergülle beschickt. Nach einer Woche wurde 
zusätzlich Maissilage als ergänzendes pflanzliches Substrat verwendet. Danach und 
nach fünf Wochen wurde der Reaktor mit Rübensilage als Kosubstrat parallel mit Mais-
silage und Gülle beschickt. 
Die Analyse der Inhaltsstoffe für die Silage erfolgte nach LINKE ET AL. (2005). Folgen-
de Parameter wurden für Maissilage errechnet: Trockensubstanz (TS, T = 105 °C) 88,5 
% Frischmasse (FM), organische Trockensubstanz (oTS) 92,4 % TS, pH 4,3, organische 
Säuren (orgS) 3,3 g kg-1, Gesamtstickstoffgehalt nach Kjeldahl 1,7 % TS, Rohfettgehalt 
8,27 % TS, Saccharidgehalt 4,98 % TS, Rohfasergehalt 25,52 % TS. Die Beladungsrate 
für die Maissilage betrug 1 g oTS l-1 d-1.  
Für die Rübensilage wurden die folgenden Parameter ermittelt: Trockensubstanz (TS. 
bei T= 60°C) 15,8 % Frischmasse (FM), organische Trockensubstanz (oTS) 92,46 % 
TS, pH 4,2, organische Säuren (orgS) 6,0 g kg-1, Gesamtstickstoffgehalt nach Kjeldahl 
1,24 % TS, Rohfettgehalt 0,12 % TS, Saccharidgehalt 28,05 % TS, Rohfasergehalt 
6,55 % TS. Die Beladungsrate für die Rübensilage betrug 0,3 g oTS l-1 d-1. 
Die Analyse der Inhaltsstoffe der Gülle erfolgte nach LINKE ET AL. (2005). Es wurden 
ermittelt: Trockensubstanz (TS. bei T = 105 °C) 8,3 % Frischmasse (FM), organische 
Trockensubstanz (oTS) 6,7 FM % TS, pH 7,3 und organische Säuren (orgS) 7,3 g l-1. 
Diese Belastungsrate wurde über zwei Wochen konstant gehalten. Nach diesem Zeit-
raum erfolgte die Probennahme (Probenvolumen 50 ml) direkt aus dem Ablauf. Weitere 
zwei Probennahmen erfolgten nach der Übersäurung des Biogasreaktors. 







Abb. 4: Aufbau des CSTR Biogasreaktors (CSTR, Vergärung von Mais- und Rübensilage mit Gül-
le) (1) Reaktorraum, (2) Substratzufuhr, (3) Rührwerk, (4) Abfluss 
 
3.1.2 Betrieb des kombinierten Systems aus leach-bed Reaktor 
und Anaerobfilter 
Das leach-bed System bestand aus zwei Stufen: Drei parallel geschaltete leach-bed Re-
aktoren (LBR) sowie einem mit diesen in Reihe geschalteten Festbettreaktor (Anaerob-
filter, AF) (Abb. 5). 
Zur Entwicklung einer effektiven Mikroflora war der AF mit Füllkörnern (Oberflä-
che/Volumen 305 m2 m-3) gepackt. Die LBR wurden im Aufstrom, der AF im Abstrom 
bezogen auf die Prozessflüssigkeit betrieben. Das Nutzvolumen für jeden Bioreaktor 
betrug annähernd 70 l. Der Reaktorbetrieb erfolgte bei 38 ± l °C. Die LBR wurden 
wechselweise wöchentlich ausschließlich mit Triticale-Silage als einzigem Substrat be-
schickt. Der Ablauf aus den LBR wurde als Substrat für den AF genutzt (Flussrate: 
36,8 l d-1, 16 Zugaben pro Tag).  
Die Biogas-Produktion wurde mit einem Zylindergasmeter (Ritter Apparatebau, Bo-
chum, Deutschland) gemessen. Die Methangehalte wurden mit einem IR-Sensor (Pro-
nova Analysetechnik, Berlin, Deutschland) analysiert. Die pH-Wert-Bestimmung er-
folgte mit zwei WTW pH 340i pH-Metern mit SenTix Sonde (WTW, Weilheim, 
Deutschland). Die Gehalte an kurzkettigen Fettsäuren (VFA, C2-C6) im Ablauf von 
LBR und AF wurden mit einem Fisons GC 8000 Gaschromatograph mit Flammenioni-
sationsdetektor (FID) (Thermo Fischer Scientific, CE Instruments, Milan, Italy) und 
DB-FFAP Fused Silica Capillary Säule (J&W Scientific, Folsom, CA, USA) bestimmt. 
Im Abstand von sieben Tagen wurde wechselweise einer der LBR geöffnet und neu mit 
frischer Silage befüllt. Es ergibt sich eine Feststoff-Verweilzeit von 21 Tagen für jeden 
LBR. Während der Neubefüllung wurde die Prozessflüssigkeit außerhalb des Reaktors 
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gelagert und anschließend wieder eingefüllt. Die eingefüllte Silagemenge betrug für 
jeden LBR zwischen 20-24 kg bzw. 0,35-0,42 kg l-1. Die durchschnittliche Häcksellän-
ge der Triticale-Silage betrug 2 cm. Der Feststoffanteil lag bei 30,9 % (w/w) bezogen 


























Die Isolierung und die Reinigung von prokariotischer DNA aus Probenmaterial aus dem 
Ablauf von CSTR, LBR und AF erfolgte nach RHEIMS & STACKEBRANDT (1999).  
Nach einer Zentrifugation von 10 ml Probe zum Sedimentieren des Zellpellets wurde 
dieses in 20 ml 0,12 M Na-Phosphat-Puffer (pH 8,0) rückgelöst. Die in Na-Phosphat-
Puffer suspendierten Zellen wurden erneut für 10 min bei 5000 ×g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen, das Zellpellet erneut in frischem Puffer gelöst. Dieser 
Waschschritt wurde sooft wiederholt bis der Überstand sich nicht mehr verfärbte. 
Zum Pellet wurde 1 Vol säuregewaschenes PVPP gegeben und dieses mit 1300 µl Na-
EDTA-Puffer gelöst. Nach Zugabe von 20 µl Lysozym (10 mg/ml) wurde die Probe 
30 min bei 37 °C inkubiert. Eine weitere Inkubation von 45 min bei 65 °C erfolgte nach 
der Zugabe von 20 µl Proteinase K (1 % w/v) sowie 100 µl einer 10 % SDS-Lösung. 
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Es folgte ein Gefrierschritt. Dazu wurde die Probe bei -196 °C mit N2 eingefroren und 
anschließend im Wasserbad bei 65 °C wieder aufgetaut. Dieser Schritt wurde 3× wie-
derholt. Das Lysat wurde 10 min bei 7500 ×g zentrifugiert. 
Der Überstand wurde auf einer NaCl-Konzentration von 0,7 M eingestellt. Es wurden 
der Probe 2 % (w/v) CTAB zugegeben. Es folgte eine Inkubation für 20 Minuten bei 
65 °C. Dann wurde 1 Vol. Chloroform-Isopentylalkohol im Verhältnis 24:1 hinzugege-
ben. Die Probe wurde gut gemischt und 5 min bei 3000 ×g zentrifugiert. Dieser Schritt 
wurde sooft wiederholt bis das Chloroform keine Färbung mehr aufwies bzw. die Prote-
ine vollständig ausgefallen waren. 
Der DNA-haltige Überstand wurde mit ¼ Vol. 3 M Na-Acetat (pH 5,2) gemischt. Zur 
Fällung der DNA wurde 1 Vol. Isopropanol zugegeben, 1 h bei -20 °C inkubiert und 
dann 10 min bei 14000 ×g zentrifugiert. Das Pellet wurde 2× mit 70 % Ethanol gewa-
schen, dann getrockenet und mit einem geeignetem Volumen Tris-HCl-Puffer (pH 8,0) 
aufgenommen. 
 
3.3 Vervielfältigung der prokaryotischen 16S rDNA mit-
tels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Aufgrund der großen phylogenetischen Distanz zwischen methanbildenden Archaea und 
fermentativen Bacteria wurden diese beiden Domänen in zwei getrennten Versuchsan-
sätzen untersucht.  
Zur Ermittelung der archaellen Artenvielfalt wurde eine für Archaea spezifische 16S 
rDNA Bank angelegt. Hierzu wurde folgendes Protokoll verwendet: 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in einem Biometra T gradient 96 Thermo-
cycler (Whatman Biometra, Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Für die PCR wurde 
folgender Reaktionsansatz unter konstanter Kühlung angesetzt: Template-DNA 100 ng 
DNA, 1 × PCR-Puffer, 1,5 mmol l-1 MgCl2, 0,2 µmol l-1 Vorwärts-Primer, 0,2 µmol l-1 
Rückwärts-Primer, je 0,2 mmol l-1 dNTP, 0,8 U Taq-DNA-Polymerase (rekombinant), 
ad 20 µl Endvolumen H2Obidest. Alle Chemikalien und Enzyme waren von Fermentas 
(St. Leon-Rot, Deutschland). Zur spezifischen Amplifikation der 16S rDNA von Ar-
chaea wurden die Primer Arch16S-Forw2 5’–YGA YTA AGC CAT GCR AGT–3’ 
(entsprechend Position 15 - 32 bp Escherichia coli 16S rDNA) (modifiziert nach FER-
NANDES ET AL. 1999) und Univ16S-Rev5 5'- TGC TCC CCC GCC AAT TCC T-3' 
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3' (entspr. Pos. 915 - 934 bp E. coli 16S rDNA) (Größe des Amplikons ca. 900 bp) 
(modifiziert nach GIOVANNONI ET AL. 1990) verwendet. 
Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm: (1) Erste Denaturierung: 120 s 
bei 95 °C, (2) Cycle-Denaturierung: 30 s bei 95 °C, (3) Anlagerung der Primer: 60 s bei 
46 °C, (4) Verlängerung der Primer: 60 s bei 70 °C, (5) Finale Extension: 300 s bei 
70 °C. Die Schritte 2 bis 4 wurden 34x wiederholt. Die Lagerung der PCR-Produkte 
erfolgte bei 4 °C. 
Zur Ermittelung der bakteriellen Artenvielfalt wurde entsprechend dem obigen Proto-
koll eine zweite, für Bacteria spezifische 16S rDNA Bank angelegt. Hierfür wurden 
folgende Primer verwendet: 16S-Forw 5’– AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’ 
(entspr. Pos. 8 - 28 bp E. coli 16S rDNA) (LANE 1991) und 16S-Rev 5’– TAC GGY 
TAC CTT GTT ACG ACT T–3' (entspr. Pos. 1490 - 1512 bp E. coli 16S rDNA) 
(Größe des PCR-Produkts von 1500 bp) (modifiziert nach LANE 1991). Das PCR-
Programm lautete: (1) Erste Denaturierung: 120 s bei 94 °C, (2) Cycle-Denaturierung: 
30 s bei 94 °C, (3) Anlagerung der Primer: 30 s bei 53 °C, (4) Verlängerung der Primer: 
60 s bei 70 °C, (5) Finale Extension: 900 s bei 70 °C. Die Schritte 2 bis 4 wurden 29x 
wiederholt. Die Lagerung der PCR-Produkte erfolgte bei 4 °C. 
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese in einem 1,2 %-
igen Agarosegel in Tris-Acetat-Puffer und nachfolgender Detektion unter UV-Licht 
nach Färbung mit Ethidiumbromid (SAMBROCK & RUSSELL 2001). Die Größe des PCR-
Produktes wurde im Vergleich mit einem Größenmarker überprüft. Die Bande mit dem 
PCR-Produkt wurde aus dem Gel ausgeschnitten und mittels einem Kit (Qiaquick Gel 
Extraction Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben ge-
reinigt. 
 
3.4 Klonierung und Reaktionsanalyse der amplifizierten 
16S rDNA (ARDRA) 
Das gereinigte PCR-Produkt wurde in ein pGEM-T Plasmid (Promega, Mannheim, 
Deutschland) mittels TA-Klonierung ligiert und anschließend in kompetente Zellen vom 
Typ Escherichia coli str. Novablue (Promega) entsprechend den Herstellerangaben 
transformiert. Die transformierten Zellen wurden über einen Ausstrich auf Agarplatten 
vereinzelt. Die resultierenden Klonkulturen wurden folgendermaßen benannt: ATB-KS-
[lfd. Nummer]. 
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Aus den einzelnen Klonkulturen wurde das jeweilige rekombinierte Plasmid mit einem 
handelsüblichen Kit (E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I, Peqlab Biotechnologie, Erlan-
gen, Deutschland) isoliert und gereinigt. Mit einer Restriktionsanalyse (NcoI / SalI Ver-
dau) (Fermentas) wurde getestet, ob die Plasmide ein Insert von erwarteter Länge bein-
halteten. 
Zur Ermittlung der Sequenzunterschiede zwischen den klonierten PCR-Amplifikaten 
wurde eine amplification rDNA restriction analysis (ARDRA) nach dem bei KLOCKE 
ET AL. (2007) beschriebenen Protokoll durchgeführt. 
Das Insert eines jeden Plasmids wurde mittels einer PCR unter Verwendung von plas-
midlokalisierten Startpunkten vermehrt. Die PCR wurde in einem Biometra T gradient 
96 Thermocycler (Whatman Biometra) durchgeführt. Für die PCR wurde folgender Re-
aktionsansatz unter konstanter Kühlung angesetzt: 10 ng Plasmid-DNA, 1x PCR Puffer, 
1,5 mmol l-1 MgCl2, 0,2 µmol l-1 Vorwärts-Primer, 0,2 µmol l-1 Rückwärts-Primer, je-
weils 0,2 mmol l-1 dNTP, 0,8 U Taq-DNA-Polymerase (native), ad 20 µl Endvolumen 
H2Obidest. Alle Chemikalien und Enzyme wurden von Fermentas geliefert. Als Primer 
wurden Standard-Primer für die T7 und SP6 Promotor Region im pGEM-T Plasmid 
verwendet (T7-Promotor-Primer 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3', SP6-
Promotor-Primer 5'ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3').  
Folgendes PCR-Programm wurde angewandt: (1) Initiale Denaturierung: 120 s bei 
94 °C, (2) Cycle-Denaturierung 30 s bei 94 °C, (3) Anlagerung der Primer: 60 s bei 
47 °C, (4) Verlängerung der Primer: 120 s bei 70 °C, (5) Finale Extension: 300 s bei 
70 °C. Die Schritte 2 bis 4 wurden 29x wiederholt. Die Lagerung der PCR-Produkte 
erfolgte bei 4 °C. 2 µl PCR-Produkt wurden mittels Gelelektrophorese in einem 
1,2 %iges Agarosegel in Tris-Acetat-Puffer aufgetrennt und nach Färbung mit Ethidi-
umbromid unter UV-Licht detektiert (SAMBROCK & RUSSELL 2001). Hierbei wurde ge-
prüft, ob die PCR-Produkte die erwartete Größe aufwiesen. Die restlichen 18 µl PCR-
Produkt wurden mit 1,5 U BsuRI und 1,5 U Hin6I (Fermentas) für 12 h bei 37 °C ver-
daut. Zur Auftrennung der sehr kleinen DNA-Fragmente nach dem Restriktionsverdau 
(< 500 bp) wurde eine hochauflösende Gelelektrophorese (3,5 % (w/v) Metaphor-
Agarose in Tris-Acetat-Puffer) (Cambrex Bioscience, Rockland, USA) durchgeführt. 
Die Detektion der ARDRA-Fingerprint-Muster erfolgte wie zuvor beschrieben durch 
Färbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht. 
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3.5 Sequenzierung und phylogenetische Analyse 
Nach einem visuellen Vergleich der ARDRA Muster wurden repräsentative Klone für 
jedes individuelle ARDRA Muster ausgewählt und deren 16S rDNA Insert sequenziert. 
Alle Sequenzierungen sind von MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) durchgeführt 
worden. Die Sequenzen wurden als operative taxonomische Einheiten (operational ta-
xonomic units, Abk. OTU) verwendet. Für eine taxonomische Einordnung wurden die 
Sequenzen mit den Einträgen in der NCBI GenBank (BENSON ET AL. 2006) unter Ver-
wendung der BLASTN-Software (ALTSCHUL ET AL. 1990, ALTSCHUL ET AL. 1997) ver-
glichen. Die Genbank-Einträge mit der höchsten Sequenzübereinstimmung wurden in 
die phylogenetische Analyse einbezogen. Ergänzend wurden 16S rDNA Sequenzen von 
Typenstämmen sowie anderer kultivierter Stämme repräsentativ für die jeweiligen Gat-
tungen als Referenz ausgewählt. Die Gruppierung der ermittelten Sequenzen mit den 
Referenzsequenzen erfolgte mit der Software ClustalW (CHENNA ET AL. 2003). Für die 
weitere phylogenetische Auswertung wurde die Software MEGA Version 3.0 (KUMAR 
ET AL. 2003) benutzt. Die Konstruktion eines phylogenetischen Baumes erfolgte nach 
der neighbour-joining Methode (SAITO & NEI 1987). Eine bootstrap resampling analy-
sis (FELSENSTEIN 1985) für 1000 Replikate wurde zur Abschätzung der Signifikanz der 
Baumtopologie durchgeführt. Als Basis für alle phylogenetischen Analysen wurde das 
taxonomische System von Bergey's Manual (GARRITY ET AL 2001) verwendet.  
 
3.6 Anlage von Stammkulturen 
Um Stammkulturen von Klonen anzulegen, wurde eine Übernachtkultur von E. coli 
(800 µl LB-Flüssigmedium in einem 2 ml Reaktionsgefäß) mit 800 µl Glycerin-Puffer 
versetzt, sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Mikrobielle Diversität in einer biogas-produzierenden 
Kofermentation von Maissilage und Rindergülle (Nor-
maler Prozesszustand) 
Die Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft in einem klassischen anaeroben Biogasre-
aktor vom CSTR-Typ bei einem normalen Prozesszustand wurde durch eine Analyse 
der 16S rDNA Sequenz kombiniert mit der ARDRA-fingerprint-Methode untersucht. 
Hierzu wurden zwei verschiedene 16S rDNA Bibliotheken, welche jeweils für metha-
nogene Archaea und fermentative Bacteria spezifisch waren, angefertigt und getrennt 
analysiert. 
 
4.1.1 Betrieb des CSTR 
Die Probennahme zur Ermittlung der mikrobiellen Diversität erfolgte nach zwei Wo-
chen kontinuierlichen Betriebs des CSTR bei konstanter täglicher Substratzufuhr mit 
Maissilage und Gülle bei einer Belastungsrate von 3 g oTS l-1 d-1. Zum Zeitpunkt der 
Probennahme betrug die Biogasbildungsrate 1,5 lBiogas lReaktorvolumen-1 d-1. Die Biogasaus-
beute bezogen auf die organische Trockensubstanz betrug 0,46 l kg-1 oTS, bezogen auf 
die eingesetzte Frischmasse entspricht dies 0,44 l kg-1 FM.  
Das Biogas enthielt 57,0 % Methan (CH4), 40,8 % Kohlendioxid (CO2), 413 ppm Was-
serstoffgas (H2), 2062 ppm Schwefelwasserstoff (H2S). 
Die Probennahme zur Ermittlung der mikrobiellen Diversität erfolgte drei Wochen nach 
Beginn des Fermentationsversuches und zwei Wochen nach dem Einstellen einer kon-
stanten oTS-Raumbelastung mit Maissilage und Rindergülle von insgesamt 3 l-1 d-1. 
Zum Zeitpunkt der Probennahme betrug die Biogasrate bezogen auf das Reaktorvolu-
men 1,5 l l-1 d-1. Die auf Wochenbasis ermittelte Biogasausbeute für die organische 
Substanz lag bei 0,46 l g-1.  
Im produzierten Biogas wurden im 7-Tage-Mittel vor der Probennahme 56,1 Vol.% 
Methan, 40,7 Vol.% Kohlendioxid, 1981 ppm Schwefelwasserstoff und 411 ppm Was-
serstoff gemessen. 
Im betrachteten Zeitraum wurde in der Prozessflüssigkeit von den untersuchten flüchti-
gen Fettsäuren (C2 bis C6) ausschließlich die Anwesenheit von Essigsäure nachgewie-
sen und zwar mit Gehalten zwischen 0,12 und 0,41 g l-1. Der pH-Wert betrug zwischen 
7,71 und 8,06 ohne einen erkennbaren Trend. 
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Des Weiteren wurden in der Prozessflüssigkeit in der Wochenmischprobe vor der Pro-
bennahme für die mikrobiellen Analyse folgende Stoffkonzentrationen ermittelt: TS 
5,87 %, oTS 74,8 % FM, NH4-N 2,28 g l-1 und Gesamt-N 3,87 g l-1. 
 
4.1.2 Analyse der 16S rDNA Bibliotheken 
Zur Detektion der Biodiversität innerhalb der Phyla Archaea und Bacteria wurden zwei 
16S rDNA Klonbanken spezifisch für jedes Phylum entwickelt und mittels ARDRA 
analysiert.  
Vertreter der Domäne Archaea wurden ausschließlich in der Archaea-spezifische 16S 
rDNA Bank detektiert. Diese Bank umfasste 81 Klone mit verschiedenen 24 ARDRA-
Mustern, welche als operational taxonomic units (OTU) gehandhabt wurden (Tab. 1). 
Tab. 1: Übersicht über die Verteilung der OTU und der entsprechenden Anzahl an Klonen in der 
16S rDNA Bank spezifisch für methanogene Archaea. 1 
 OTU 16S rDNA Klone 
Domäne Archaea   
 Phylum Euryarchaeota 14 (58,3 %) 68 (83,9 %) 
 Ordnung Methanomicrobiales 8 (57,1 %) 58 (85,2 %) 
 Ordnung Methanosarcinales 3 (21,4 %) 6 (8,8 %) 
 Ordnung Methanobacteriales 2 (14,2 %) 3 (4,4 %) 
 Ordnung Methanococcales ND ND 
 Unklassifizierte Euryarchaeota 1 (7,1 %) 1 (1,4 %) 
Domäne Bacteria   
 Phylum Firmicutes 9 (37,5 %) 10 (12,3 %) 
 Unklassifizierte Bacteria 1 (4,1 %) 3 (3,7 %) 
 
Von diesen erwiesen sich 14 verschiedene OTU (= 58,3 %) in der phylogenetischen 
Analyse der zugehörigen Nukleotidsequenz als Vertreter der Archaea-Domäne. Diese 
14 OTU wurden bei 68 der Klone (= 83,9 %) detektiert. 
Desweiteren wurden auch mehrere OTU bakteriellen Ursprungs in der Archaea 16S 
rDNA Bibliothek gefunden. Diese OTU waren bei 13 der Klone (16 %) vertreten. Die 
Auswertung der Nukleotidsequenz dieser OTU ergab eine Zugehörigkeit zu unklassifi-
zierten Clostridium-Arten (10 Klone, 12,3 % aller Klone) bzw. zu taxonomisch nicht 
näher bestimmbaren Vertretern der Bacteria (3 Klone, 3,7 % aller Klone).  
Von der 16S rDNA Bank spezifisch für Bacteria wurden insgesamt 118 Klone analy-
siert. Hierbei wurden 58 verschiedene ARDRA Muster detektiert (Tab. 2). Innerhalb 
                                                 
1 Die prozentualen Angaben beziehen sich auf Ebene der Phyla auf alle Klone der 16S rDNA Bibliothek, 
auf Ebene der Ordnungen der Euryarchaeota ausschließlich auf die Zahl der Archaea-Klone in der 16S 
rDNA Bibliothek. ND= Nicht detektiert. 
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dieser Bank konnten alle detektierten OTU auf Vertreter der Domäne Bacteria zurück-
geführt werden. 
Tab. 2: Übersicht über die Verteilung der OTU und der entsprechenden Anzahl an Klonen in der 
16S rDNA Bank spezifisch für fermentative Bacteria. 
 OTU 16S rDNA Klone 
Domäne Bacteria   
 Phylum Firmicutes   
 Klasse Clostridia 26 (44,8 %) 55 (46,6 %) 
 Klasse Mollicutes 1 (1,7 %) 1 (0,8 %) 
 Phylum Bacteroidetes 13 (22,4 %) 17 (14,4 %) 
 Phylum Proteobacteria   
 Klasse Alpha-Proteobacteria 1 (1,7 %) 1 (0,8 %) 
 Klasse Gamma-Proteobacteria 2 (3,4 %) 2 (1,6 %) 
 Klasse Epsilon-Proteobacteria 1 (1,7 %) 1 (0,8 %) 
 Phylum Spirochaetes 2 (3,4 %) 6 (5 %) 
 Phylum Fibrobacteres 1 (1,7 %) 1 (0,8 %) 
 Phylum Chloroflexi 1 (1,7 %) 1 (0,8 %) 
 Unklassifizierte Bacteria 10 (17,2 %) 33 (27,9 %) 
 
 
4.1.2.1 Domäne Archaea 
In dem Biogasreaktor wurden ausschließlich Archaea aus dem Phylum Euryarchaeota 
detektiert. Alle nachgewiesenen Archaea waren Vertreter von methanogenen Gattungen. 
Am häufigsten wurden Vertreter der Methanomicrobiales nachgewiesen. Insgesamt 
8 OTU repräsentativ für 58 Klone konnten dieser Ordnung zugeordnet werden (Abb. 6).  
Innerhalb der Ordnung Methanomicrobiales erwies sich die Gattung Methanoculleus als 
diejenige mit der höchsten Diversität. 6 unterschiedliche OTU zeigten in einem Ver-
gleich der 16S rDNA Sequenzen eine hohe Übereinstimmung mit der Referenz Metha-
noculleus bourgensis DSM 3045 [AY196674]. Eine dieser OTU (ATB-KS-076) war 
repräsentativ für 22 Klone und damit für 25,9 % aller analysierten Klone. Diese 6 OTU 
zeigten eine hohe Ähnlichkeit mit 16S rDNA Sequenzen, welche aus Sickerwasser einer 
Mülldeponie in China, Provinz Guangdong (Klon GZK7 [AJ576208]) sowie aus einem 
mesophilen Protein-Digestor (Klone BSA2A-01 [AB175346] und BSA2A-05 
[AB175350]) isoliert wurden. 
Auch die zweite Familie der Ordnung Methanomicrobiales, die Methanocorpuscula-
ceae, war mit einer OTU repräsentativ für einen Klon vertreten. Die 16S rDNA Sequenz 
dieser OTU ATB-KS-221 zeigte eine sehr hohe Übereinstimmung mit der Sequenz von 
Methanocorpusculum parvum DSM 14092 [M59147]. 
Eine OTU repräsentativ für 28,2 % der Klone der Archaea-spezifischen 16S rDNA 
Bank zeigte in der phylogenetischen Einordnung eine Gruppierung mit einem Vertreter 
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der dritten Familie, den Methanospirillaceae. Zu dem Referenzstamm Methanospirillum 
hungatei JF1 [AY196683] wies OTU ATB-KS-085 eine Sequenzübereinstimmung von 
92 % auf.  
Die Ordnung der Methanosarcinales war mit drei OTU vertreten. Zwei OTU repräsentiv 
für jeweils einen Klon der 16S rDNA Bank zeigten eine hohe Ähnlichkeit zu Methano-
sarcina barkeri DSM 800 [AY012094], dem Typenstamm für die Gattung Methanosar-
cina. Entsprechende 16S rDNA Sequenzen wurden bereits unter anderem aus dem Si-
ckerwasser einer französischen Mülldeponie (Klon 221 [AJ801161]) sowie aus einem 
anaeroben, thermophilen Festmüll-Digestor in Japan (Klon MANA01 [AB114309]). 
Ebenfalls vertreten war die zweite Familie der Methanosarcinales, die Methanosaeta-
ceae. Die OTU ATB-KS-077 zeigte eine Sequenzübereinstimmung von 90 % mit der 
Sequenz von Methanosaeta concilii Opfikon [X16932]. Die OTU wurde bei 4 Klonen 
der 16S rDNA Bank gefunden. 
Zu der Ordnung Methanobacteriales gehörten zwei OTU, ATB-KS-152 und ATB-KS-
155. OTU ATB-KS-152 wurde bei einem Klon der für Archaea spezifischen 16S rDNA 
Bank nachgewiesen. Er zeigte eine Sequenzübereinstimmung von 91 % zu dem Typen-
stamm Methanobrevibacter ruminantium DSM 1093 [AY196666]. Eine höhere Se-
quenzähnlichkeit war mit den unkultivierten Klonen ARC52 [AF029182] und ARC23 
[AF029175] isoliert aus dem Rumen von Rindern gegeben. Die OTU ATB-KS-155 re-
präsentativ für zwei Klone zeigte in der phylogenetischen Einordnung eine größere Dis-
tanz zu dieser Gruppe, wies aber weniger Ähnlichkeiten zu Referenzarten anderer Gat-
tungen der Methanobacteriaceae auf. 
Für die Ordnung Methanococcales wurden keine entsprechenden OTU detektiert. 
Die OTU ATB-KS-162 (repräsentativ für 1 Klon) konnte in keine dieser vier Ordnun-
gen eingeordnet werden. In dem phylogenetischen Baum ist diese OTU zwischen den 
Vertretern der Methanosarcinales / Methanomicrobiales und den Methanobacteriales 
angesiedelt. Größere Übereinstimmungen in der 16S rDNA Sequenz fanden sich nur 
mit unkultivierten Klonen wie DF86 [AY816986] und Ar21 [AF157522]. Diese Klone 





































Abb. 6: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb des Phylums Euryarchaeota der 
Domäne Archaea.1  
 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einem ca. 800 bp großem Fragment der 16S rDNA. Die Clusteranalyse erfolgte 
unter Verwendung des neighbor-joining Verfahrens (SAITO & NEI 1987) in Kombination mit dem Substi-
tutionsmodell von Jukes-Cantor (JUKES & CANTOR 1969) und 1000x bootstrap-resampling (FELSENSTEIN 
1985). Die bootstrap-Werte sind an den Knoten wiedergegeben, nur bootstrap-Werte > 49 % wurden 
dargestellt. Für Referenz-Nukleotidsequenzen sind die entsprechenden Akzessionsnummern der NCBI 
GenBank (BENSON ET AL. 2006) in eckigen Klammern aufgeführt. Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 
diente als outgroup. 
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4.1.2.2 Domäne Bacteria 
Phylum Firmicutes 
Innerhalb der Domäne Bacteria ist die Gruppe der Firmicutes am Häufigsten vertreten. 
Sie wird in der bakteriellen 16S rDNA Bank durch 56 Klone (= 48 % aller Klone) rep-
räsentiert (Abb. 7). Von den drei Klassen der Domäne Bacteria konnten nur Vertreter 
der Klassen Clostridia und Mollicutes (repräsentativ für 27 OTU) nachgewiesen wer-
den, Vertreter der Klasse Bacilli fehlten. Die größte Anzahl an OTU (15 OTU repräsen-
tativ für 34 Klone) ließ sich der Familie Clostridiaceae zuordnen. Die Klone der bakte-
riellen 16S rDNA Bank zeigten hierbei nur begrenzt Ähnlichkeiten zu Kulturstämmen 
wie C. aldrichii DSM 6159 [X71846], C. jejuense str. HY-35-12 [AY494606], C. stra-
minisolvens str. CSK1 [AB125279] oder C. alkalicellum str. Z-7026 [AY959944]. In 
der überwiegenden Zahl wurden jedoch Ähnlichkeiten zu den 16S rDNA Sequenzen 
unkultivierter Mikroorganismen, welche zuvor bereits in verschiedenen Umweltproben 
nachgewiesen wurden, gefunden. So wurden ähnliche Mikroorganismen anhand ihrer 
16S rDNA Sequenzen unter anderem in einem Bioreaktor für Nahrungsmittelabfälle in 
Korea (Klon F117 [DQ232857]), in einem Digestor für pharmazeutische Abfälle in den 
USA (Klone tbr1-10 [AF280825]) sowie in dem Magen-Darm-Trakt von dänischen 
Schweinen (Klon p-5278-2Wa3 [AF371938]) nachgewiesen. 
Hohe Ähnlichkeiten zu bislang unkultivierten Mikroorganismen ließen sich in analoger 
Weise bei allen anderen detektierten Familien der Klasse Clostridia beobachten. Sechs 
OTU konnten der Familie Syntrophomonadaceae zugeordnet werden, jedoch zeigten die 
detektierten 16S rDNA Sequenzen nur begrenzt Ähnlichkeiten mit denen von kultivier-
ten Referenzarten. Ähnliche Mikroorganismen wurden dagegen in den Umweltproben 
wie z.B. aus Sedimenten (Klon LS4-242 [AB234271]) oder in einem Natriumbicarbo-
natsee in Kalifornien (Klon ML23-ANME11 [AY245489]) gefunden. 
Eine einzelne OTU (Klon ATB-KS-1524) konnte mit Referenzstämmen der Familie 
Lachnospiraceae in Verwandtschaft gebracht werden. Die Sequenzähnlichkeit dieser 
OTU zu Ruminococcus flavefaciens ATCC 19208 [L76603] betrug 78 %. 16S rDNA 
Sequenzen für ähnliche Mikroorganismen wurden unter anderem in China (Klon KD-35 
[AY218560]) und in Bodenproben aus den USA (S-F26 [AY622268]) nachgewiesen. 
Vier OTU ließen sich keiner bestimmten taxonomischen Gruppe innerhalb der Klasse 
Clostridia zuordnen. Eine große Sequenzübereinstimmung lag jedoch zu Klonen aus 
verschiedenen Umweltproben vor wie z.B. zu Klon GZK101 [AJ853594] isoliert aus 
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Deponiesickerwasser, Klon BSA2B-09 [AB175381] aus einem mesophilem BSA-











Abb. 7: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Clostridia der Domä-
ne Bacteria.1  
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Lactoba-
cillus delbrueckii DSM 20074 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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Innerhalb der Klasse Mollicutes wurde eine OTU ATB-KS-1431 repräsentativ für einen 
Klon detektiert. Diese OTU zeigte eine Sequenzübereinstimmung von (76 - 87 %) zu 
Holdemania filiformis ATCC 51649 [Y11466] sowie zu einer Reihe unkultivierter Mol-
licutes wie z.B. Klon pGXAR27 [DQ266900] nachgewiesen in einem alkalischen Bo-





Abb. 8: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Mollicutes der Domä-
ne Bacteria.1  
 
Phylum Bacteroidetes 
13 OTU der bakteriellen 16S rDNA Bank konnten dem Phylum Bacteroidetes zugeord-
net werden (Abb. 9). In der phylogenetischen Analyse der 16S rDNA Sequenzen konnte 
der überwiegende Anteil der OTU innerhalb der Klassen Flavobacteria und Bacteroides 
gruppiert werden. 
Vier OTU repräsentativ für jeweils einen Klon konnten mit Vertretern der Klasse Fla-
vobacteria gruppiert werden. Die OTU ATB-KS-1411 und ATB-KS-1934 zeigten eine 
hohe Ähnlichkeit von 99 % und 93 % zu Kulturstämmen wie z.B. Ruminofilibacter xy-
nalolyticum str. S1 [DQ141183] und Aequorivita antarctica str. S4-8 [Ay771732]. Ähn-
liche Mikroorganismen wurden anhand von 16S rDNA Sequenzen unter anderem in 
Seesedimenten in Deutschland (Klon c5LKS4 [AM086105]) oder in Höhlensedimenten 
in Italien (Klon WM100 [DQ415789]) nachgewiesen.  
Die Klasse Bacteroides konnte mit insgesamt fünf OTU entsprechend acht Klonen der 
16S rDNA Bank nachgewiesen werden. Wie auch in dem Phylum Firmicutes traten die 
höchsten Sequenzähnlichkeiten zu unkultivierten Klonen aus Umweltproben auf, wie 
z.B. zu Klon LKB109 [AJ746507] isoliert aus Deponiesickerwasser in China, Klon 
009C01_B_SD_P15 [CR33168] isoliert aus Abwasserproben in Frankreich und Klon 
ET10-9 [DQ443965] isoliert aus einem schwefel-reduzierenden Digestor in China. 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Lactoba-
cillus delbrueckii DSM 20074 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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In der phylogenetischen Analyse bildeten vier OTU zusammen mit 16S rDNA Sequen-
zen von verschiedenen unkultivierten Klonen zwei Cluster abseits der üblichen drei 
taxonomischen Klassen. Drei dieser OTU zeigten dabei in der Analyse ihrer 16S rDNA 
Sequenzen nur geringe Unterschiede und bildeten einen eigenen Cluster. Aufgrund der 
größeren Sequenzunterschiede zu den Referenzarten der Klasse Sphingobacteria ist eine 
Zugehörigkeit zu dieser Klasse fraglich. Wie auch in den zuvor beschriebenen Klassen 
zeigten sich die höchsten Sequenzähnlichkeiten zu unkultivierten Klonen aus Umwelt-
proben. Beispiele hierfür sind Klon EUB50-2 [AY693829] isoliert aus anaerobem 
Schlamm in Thailand und die Klone T20H80A09 [AB244036] und p3h06ct-1 





















Abb. 9: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Phylum Bacteroides der Do-
mäne Bacteria.1  
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Escheri-
chia coli ATCC 11775 [X80725] diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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Phylum Proteobacteria 
Unter den fünf Klassen innerhalb des Phylums Proteobacteria konnten Vertreter von 
drei Klassen (α-, γ-, ε-Proteobacteria) anhand entsprechender OTU nachgewiesen wer-
den. 
Die Klasse der Alphaproteobacteria wurde repräsentiert durch eine OTU (ATB-KS-
1444). In der phylogenetischen Analyse konnte diese OTU mit symbiotischen (Abb. 10) 
Wurzelknöllchenbakterien der Rhizobiaceae gruppiert werden. Aus Leguminosen 
(MOREIRA ET AL. 1998) und aus dem Boden (VACCA ET AL. 2005) konnte der Stamm 
Xhantobacter agilis str. SA35 [X94198] isoliert werden, welcher eine Sequenzähnlich-
keit 95 % zu ATB-KS-1444 aufweist. Die Klasse Gammaproteobacteria (Ordnung 
Pseudomonadales) war mit zwei OTU repräsentativ für jeweils einen Klon der 







Abb. 10: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Alphaproteobacteria 












Abb. 11: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Gammaproteobacte-
ria der Domäne Bacteria.2  
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Syn-
trophococcus sucromutans DSM 3224 [Y18191] diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
2 Legionella pneumophila str. Paris [NC_006368] diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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Der Klon ATB-KS-1494 ist in der phylogenetischen Analyse mit den unklassifizierten 
Klone GZKB12 [AJ853507] und GZKB48 [AJ853542] isoliert aus Deponiesickerwas-
ser und Abwasser gruppiert. Der Klon ATB-KS-1435 zeigt eine sehr hohe Ähnlichkeit 
von 99 % auf Ebene der 16S rDNA Nukleotidsequenz zu dem Stamm Pseudomonas sp. 
str. CL-2 [DQ337603]. 
Die Klasse der Epsilonproteobacteria war ebenfalls mit einer einzigen OTU (ATB-KS-
1516) vertreten (Abb. 12). Dieser Klon konnte innerhalb der einzigen Ordnung der 
Epsilonproteobacteria, den Campylobacterales, zusammen mit Vertretern der Gattung 
Arcobacter gruppiert werden. Zu der 16S rDNA Sequenz von Arcobacter sp. 16695-3 
[AY314754] wies Klon ATB-KS-1516 eine Sequenzähnlichkeit von 97 % auf. Dieser 




Abb. 12: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Epsilonproteobacte-
ria der Domäne Bacteria.1  
 
Phylum Spirochaetes 
Zwei OTU, ATB-KS-1452 und ATB-KS-1434, repräsentativ für zusammen sechs Klo-
ne der bakteriellen 16S rDNA Bank konnten dem Phylum Spirochaetes zugeordnet 
werden (Abb. 13). Klon ATB-KS-1452 gruppierte in der phylogenetischen Auswertung 
mit dem unkultivierten Klon LKB86 [AJ746489] isoliert aus Deponiesickerwasser, 
Klon ATB-KS-1434 ist verwandt mit Isolat Spirochaeta zuelserae [M88725] mit 91 % 
Sequenzähnlichkeit. Trotz der Unterschiede in der Sequenz der 16S rDNA zu Typen-
stämmen zeigte die phylogenetische Analyse für beide Klone eine eindeutige Zuord-
nung zu der Familie Spirochaetaceae. 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Rho-




















Abb. 13: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb des Phylum Spirochaetes der 
Domäne Bacteria.1  
 
Phylum Chloroflexi 
Eine OTU, ATB-KS-1492, welche durch einen Klon in der bakteriellen 16S rDNA 
Bank vertreten wurde, konnte in der phylogenetischen Auswertung mit Referenzarten 
des Phylums Chloroflexi gruppiert werden (Abb. 14). Hierbei traten größere Sequenz-
ähnlichkeien (96 %) jedoch nur zu anderen unkultivierten Klonen auf. Beispielhaft sind 
die Klone JN18A7F [DQ168648] isoliert aus Sedimenten (USA) oder die Klone 261 
und 955 [AY935659, AY935680] isoliert aus einer Fermentation von Abfall aus einer 






Abb. 14: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb des Phylum Chloroflxi der Do-
mäne Bacteria.2  
 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Escheri-
chia coli ATCC 11775 [X80725] diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
2 Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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Phylum Fibrobacteres 
Das Phylum Fibribacteres war ebenfalls mit nur einer einzigen OTU, ATB-KS-1923, 
vertreten (Abb. 15). Dieser Klon zeigte eine hohe Sequenzähnlichkeit mit Stämmen der 
einzigen Gattung dieses Phylums, Fibrobacter. Mit dem Cellulose degradierenden Bak-
terium Fibrobacter succinogenes str. FE [AJ496566] betrug die Sequenzübereinstim-










Abb. 15: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb des Phylum Fibrobacteria der 
Domäne Bacteria.1  
 
Unklassifizierte Bakterien 
Eine grosse Anzahl von OTU der bakteriellen 16S rDNA Bank konnte keiner bekannten 
taxonomischen Gruppe direkt zugeordnet werden (Abb. 16). Hierzu zählen zehn OTU 
repräsentativ für 33 Klone (28 %) der 16S rDNA Bank. Nichtsdestotrotz zeigen diese 
OTU sehr hohe Sequenzähnlichkeiten von (95 – 97 %) zu anderen unkultivierten Klo-
nen isoliert aus verschiedenen Umweltproben wie z.B. Klon BHB21 [AB237730] und 
Klon GZKB79 [AJ853573] isoliert aus Tiefengrundwasser in Japan und aus Sickerwas-
ser einer Mülldeponie in China.  
In der phylogenetischen Analyse bildeten diese OTU zusammen mit den unkultivierten 
Klonen drei Cluster. Die meisten OTU konnten in einem Cluster mit Klonen wie 
GZKB79 [AJ853573] isoliert aus einer Abwasserprobe, BSA2B-20b [AB175392] iso-
liert aus einem mesophilem, BSA degradierendem Bioreaktor und BHB21 [AB248650] 
isoliert aus einem mesophilem, Butyrat degradierenden Bioreaktor gruppiert werden. 
Insgesamt sieben OTU der bakteriellen 16S rDNA Bank gehörten zu diesem Cluster. 
Auffälligerweise repräsentierte einer dieser Klone, ATB-KS-1409, die höchste Anzahl 
an Klonen (24 Klone ensprechend 20,3 % aller Klone) verglichen mit den übrigen de-
tektierten OTU.  
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Holopha-
ga foetida DSM 6591 [X77215] diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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Zwei OTU, ATB-KS-1503 und ATB-KS-1929, wurden in der phylogenetischen Analy-
se mit Klonen isoliert aus salinen Milieus gruppiert. Zu dem unkultivierten Klon 
QLS20-B20 [AY940536] wiesen die ATB-Klone Sequenzähnlichkeiten von 78 % auf. 
Klon ATB-KS-1446 bildete zusammen mit den unkultivierten Klonen PL-11B10 
[AY570581] und Klon MS149BH1062003_13 [DQ354746] in der phylogenetischen 
Analyse einen dritten Cluster. Zu diesen aus einem Ölreservoir in Frankreich und aus 
Grundwasser inSüdafrika isolierten Klonen wies ATB-KS-1446 eine Übereinstimmung 














Abb. 16: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der taxonomisch nicht klassifi-
zierten Bacteria.1  
 
 
4.2 Mikrobielle Diversität in einer biogas-produzierenden 
Kofermentation von Maissilage und Rindergülle (Un-
normaler Prozesszustand mit stark erhöhten pH-
Werten nach zu starker Belastung) 
Zum Vergleich der mikrobiellen Diversität in einem CSTR-Reaktor im Zustand der 
Übersäuerung mit der mikrobiellen Diversität, wie sie bei einem normalen Betrieb zu 
beobachten ist, wurde ein identisches experimentelles Vorgehen wie bei der vorherigen 
Analyse gewählt. Für die Domänen der methanogenen Archaea und fermentativen 
Bacteria wurden wiederum zwei domänen-spezifsche 16S-rDNA-Klonbanken angelegt 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Lactoba-
cillus delbrueckii DSM 20074 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 6. 
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teria wurden wiederum zwei domänen-spezifsche 16S-rDNA-Klonbanken angelegt und 
mittels ARDRA analysiert. 
 
4.2.1 Betrieb des CSTR 
Die Probennahme zur Ermittlung der mikrobiellen Diversität erfolgte nach 11 Wochen 
kontinuierlichen Betriebs des CSTR bei konstanter täglicher Substratzufuhr mit Maissi-
lage, Rübensilage und Gülle bei einer Belastungsrate von 14 g oTS l-1 d-1. Zum Zeit-
punkt der Probennahme betrug die Biogasbildungsrate 4,31 lBiogas lReaktorvolumen-1 d-1. Die 
Biogasausbeute bezogen auf die organische Trockensubstanz betrug 0,46 l kg-1 oTS, 
bezogen auf die eingesetzte Frischmasse entspricht dies 0,63 l kg-1 FM.  
Das Biogas enthielt 57,0 % Methan (CH4), 40,8 % Kohlendioxid (CO2), 413 ppm Was-
serstoffgas (H2), 2062 ppm Schwefelwasserstoff (H2S). 
Die Probennahme zur Ermittlung der mikrobiellen Diversität erfolgte 8 Wochen nach 
Beginn des Fermentationsversuches und 7 Wochen nach dem Einstellen einer konstan-
ten oTS-Raumbelastung mit Maissilage, Rübensilage und Rindergülle von insgesamt 
14 l-1 d-1. Zum Zeitpunkt der Probennahme betrug die Biogasrate, bezogen auf das Re-
aktorvolumen, 4,31 l l-1 d-1. Die auf Wochenbasis ermittelte Biogasausbeute für die or-
ganische Substanz lag bei 0,63 l g-1.  
Im produzierten Biogas wurden nach 8 Wochen in der Probennahme 41,2 Vol. % Me-
than, 58,7 Vol. % Kohlendioxid, 515 ppm Schwefelwasserstoff und 485 ppm Wasser-
stoff gemessen. 
Im betrachteten Zeitraum wurde in der Prozessflüssigkeit von den untersuchten flüchti-
gen Fettsäuren (C2 bis C6) ausschließlich die Anwesenheit von Essigsäure nachgewie-
sen und zwar mit Gehalten zwischen 6,52 und 9,36 g l-1. Der pH-Wert lag zwischen 
6,18 und 5,81. 
Des Weiteren wurden in der Prozessflüssigkeit in der Wochenmischprobe vor der Pro-
bennahme für die mikrobiellen Analyse folgende Stoffkonzentrationen ermittelt: TS 
7,87 %, oTS 78,60 % FM, NH4-N 1,54 g l-1 und Gesamt-N 4,10 g l-1. 
 
4.2.2 Analyse der 16S rDNA Bibliotheken 
Vertreter der Domäne Archaea wurden ausschließlich in der Archaea-spezifischen 16S- 
rDNA-Bank gefunden. Die Archaea-Bank umfasste 16 Klone mit 13 verschiedenen 
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ARDRA-Mustern (OTU) (Tab. 3). Von diesen ergab die nachfolgende Sequenzauswer-
tung für fünf Klone eine Zugehörigkeit zu dem Phylum Euryarchaeota (33 % der unter-
suchten Klone).  
Tab. 3: Übersicht über die Verteilung der OTU und der entsprechenden Anzahl an Klonen in der 
16S rDNA Bank spezifisch für methanogene Archaea.1  
 OTU 16S rDNA Klone 
Domäne Archaea   
 Phylum Euryarchaeota 4 (33 %) 5 (33 %) 
 Ordnung Methanomicrobiales 4 (100 %) 5 (100 %) 
 Ordnung Methanosarcinales ND ND 
 Ordnung Methanobacteriales ND ND 
 Ordnung Methanococcales ND ND 
Domäne Bacteria   
 Phylum Firmicutes   
 Unklassifizierte Firmicutes 5 (42 %) 7 (47 %) 
 Unklassifizierte Bacteria 3 (25 %) 3 (20 %) 
 
Für die restlichen Klone ergab sich eine Gruppierung mit verschiedenen Vertretern der 
Domäne Bacteria. Sieben dieser Klone (47 %) konnten mit Vertretern der Gattung Clo-
stridium gruppiert werden. Die restlichen Klone wiesen höhere Ähnlichkeiten nur zu 
bislang taxonomisch nicht näher charakterisierten Mikroorganismen aus der Domäne 
Bacteria auf. 
Für 16S rDNA Bibliothek spezifisch für Bacteria wurden insgesamt 102 Klone analy-
siert. In dieser Analyse wurden insgesamt 51 verschiedene OTU (= ARDRA-Muster) 
gefunden (Tab. 4). Die phylogenetische Auswertung der zugehörigen Nukleotidsequen-
zen ergab für alle OTU eine Zugehörigkeit zu der Domäne Bacteria. 
Tab. 4: Übersicht über die Verteilung der OTU und der entsprechenden Anzahl an Klonen in der 
16S rDNA Bank spezifisch für fermentative Bacteria (CSTR-Biogasreaktor im übersäuerten Zu-
stand). 
 OTU 16S rDNA Klone 
Domäne Bacteria   
Phylum Firmicutes   
 Klasse Clostridia 21 (45 %) 61 (64 %) 
 Klasse Bacilli 4 (8,5 % ) 8 (8 %) 
 Klasse Mollicutes 2 (4 %) 2 (2 %) 
Phylum Bacteroidetes 12 (25,5 %) 15 (16 %) 
Phylum Proteobacteria   
 Klasse Alpha-Proteobacteria 1 (2 %) 1 (1 %) 
 Klasse Gamma-Proteobacteria 4 (8,5 %) 5 (5 %) 
 Klasse Delta-Proteobacteria 1 (2 %) 1 (1 %) 
Phylum Spirohaetes 1 (2 %) 1 (1 %) 
Unklassifizierte Bacteria 1 (2 %) 1 (1 %) 
 
                                                 
1 Die prozentualen Angaben beziehen sich auf Ebene der Phyla auf alle Klone der 16S rDNA Bibliothek, 
auf Ebene der Ordnungen der Euryarchaeota ausschließlich auf die Zahl der Archaea-Klone in der 16S 
rDNA Bibliothek. ND= Nicht detektiert. 
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4.2.2.1 Domäne Archaea 
In dem übersäuerten CSTR-Biogasreaktor wurden nur Archaea aus dem Phylum 
Euryarchaeota gefunden. Alle detektierten Vertreter des Phylum Euryarchaeota gehören 



















Abb. 17: Phylogenetische Beziehung der ATB-Klone innerhalb des Phylums Euryarchaeota der 
Domäne Archaea.1  
 
Innerhalb der Domäne der Archaea konnten alle vier detektierten OTU mit Vertretern 
der Ordnung Methanomicrobiales in Beziehung gebracht werden. Keine OTU wurden 
für die anderen methanbildenden Ordnungen Methanococcales, Methanosarcinales, Me-
thanobacteriales sowie die neuen Gruppen CA-11 (SNELL-CASTRO ET AL. 2005) und 
ARC-I (GODON ET AL.1997) detektiert. 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf der Analyse der Nukleotidsequenz eines ca. 800 bp Fragmentes der 16S rDNA. 
Die Clusteranalyse erfolgte unter Verwendung des neighbor-joining Verfahrens (SAITO & NEI 1987) in 
Kombination mit dem Substitutionsmodell von Jukes-Cantor (JUKES & CANTOR 1969) und 1000x 
bootstrap-resampling (FELSENSTEIN 1985). Die bootstrap-Werte sind an den Knoten wiedergegeben, nur 
bootstrap-Werte > 49 % wurden dargestellt. Für Referenz-Nukleotidsequenzen sind die entsprechenden 
Akzessionsnummern der NCBI GenBank (BENSON ET AL. 2006) in eckigen Klammern aufgeführt. Sulfo-
lobus acidocaldarius DSM 639 diente als outgroup. 
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Zwei OTU, ATB-KS-0465 repräsentativ für einen Klon und ATB-KS-0441 repräsenta-
tiv für zwei Klone, haben eine hohe Übereinstimmung von 96 % mit den Stämmen Me-
thanocurpusculum parvum DSM 3823 [M59147] und Methanocurpusculum parvum 
DSM 3828 [AY260435] gezeigt. Die OTU ATB-KS-468 (repräsentativ für einen Klon) 
zeigte eine Ähnlichkeit von 84 % zu der Art Methanoculleus bourgensis str. MS2 
[AY196674]. Eine OTU, ATB-KS-0470, zeigte die größten Übereinstimmungen (99 %) 
in der 16S rDNA Nukleotidsequenz mit dem unkultivierten Klon HDBW-WA03 
[AB237736], welcher aus Grundwasser (Japan) isoliert wurde. 
 
4.2.2.2 Domäne Bacteria 
Phylum Firmicutes 
Aus der Domäne Bacteria wurden Vertreter des Phylum Firmicutes am häufigsten ge-
funden. Diese wurden in der 16S rDNA Bank spezifisch für Bacteria durch 27 OTU 
entsprechend 57,5 % aller detektierten OTU repräsentiert. Diese 27 OTU wiederum 
wurden bei 71 Klonen (= 74 % aller Klone) gefunden. Hierbei wurden aus dem Phylum 
Firmicutes die drei Klassen Clostridia, Mollicutes und Bacilli nachgewiesen.  
Die Klasse Clostridia wurde durch 21 Muster repräsentativ für 61 Klone nachgewiesen 
(Abb. 18). Eine große Anzahl an OTU (i.e. 8 OTU repräsentativ für 34 Klone) wurden 
in der phylogenetischen Analyse der Familie der Lachnospiraceae zugeordnet. Diese 
acht OTU zeigten eine hohe Ähnlichkeit mit einem bislang unkultivierten Bakterium-
Klon p-2489-18B5 [AF371565], welcher aus dem Gastrointestinaltrakt von Schweinen 
(Dänemark) gewonnen wurde. 
Die Familie der Eubacteriaceae war mit sechs OTU repräsentativ für 17 Klone vertre-
ten. Innerhalb dieser Familie wiesen drei OTU (15 Klone) eine hohe Überstimmung mit 
der Art Pseudoramibacter alactolyticus str. 23263 [AB036759]. Zwei OTU, ATB-KS-
1037 (1 Klon) und ATB-KS-0979 (1 Klon), zeigten eine größere Ähnlichkeit von 74 % 
bzw. 80 % aus Basis der partiellen 16S rDNA Nukleotidsequenz mit der Art 
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 [D14150] auf. Eine weitere OTU, ATB-
KS-0966, konnte mit Acetobacterium woodii DSM 1030 [X96954] in Verwandtschaft 



















































Abb. 18: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Clostridia der Do-
mäne Bacteria.1  
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Lactoba-
cillus delbrueckii DSM 20074 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
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Zwei OTU konnten der Familie Acidaminococcaceae zugeordnet werden. Dieses waren 
die Klone ATB-KS-1028 und ATB-KS-0963 jeweils repräsentativ für einen Klon in der 
16S rDNA Bibliothek. Diese OTU erwiesen sich als sehr ähnlich zu dem unkultivierten 
Mikroorganismus 4C28d-10 [AB034145] isoliert aus dem Rinderrumen sowie zu der 
Art Acidaminococcus fermentans DSM 20731 [X78017]. 
Eine OTU repräsentativ für wiederum nur einen Klon der 16S rDNA Bank wurde in die 
Familie Clostridiaceae gruppiert. Diese OTU ATB-KS-0911 zeigte eine hohe Ähnlich-
keit von 98 % zu dem bislang ebenfalls unkultivierten Klon B-85 [AY676486] isoliert 
aus einer Probe aus einem Milchkanal beim Rind. 
Zwei Klone repräsentativ für jeweils einen Klon wurden zu der Familie Peptostrepto-
coccaceae gruppiert: Die OTU ATB-KS-1037 und ATB-KS-0979 haben eine Überein-
stimmung von 74 % und 80 % zu dem Kulturstamm Peptostreptococcus anaerobius 
ATCC 27337 [D14150]. 
Die Familie Syntrofomonadaceae wurde mit zwei OTU entsprechend 2 Klone der 16S- 
rDNA-Bank nachgewiesen. Diese OTU wiesen größere Sequenzähnlichkeiten nur zu 
bislang unkultivierten Klonen gewonnen aus Umweltproben auf, wie z.B. zu Klon 
MUNA08 [AB114344] und Klon MBNA 04 [AB114323], welche beide aus einem 
thermophilen Festmülldigester (Japan) isoliert wurden, sowie zu Klon B-4K 
[AY953247], welcher aus einem anaeroben Schweinegüllelager (USA) isoliert wurde. 
Zwei OTU konnten keiner bestimmten taxonomischen Familie in der Klasse der 
Clostridia zugeordnet werden. Trotzdem zeigten diese OTU eine große Überstimmung 
zu Klonen aus verschiedenen Umweltproben wie zu Klon P4PA_66P1 [AY207065] 
isoliert aus der menschlichen Mundflora (England) und zu Klon p-2731-24E5 
[AF371513] isoliert aus dem Gastrointestinaltrakt von dänischen Schweinen.  
Für die restlichen zwei Familien der Klasse Clostridia, Peptococcaceae und Heliobacte-
riaceae, wurden keine bestimmten OTU gefunden.  
Innerhalb der Ordnung Lactobacillales der Klasse Bacilli wurden vier OTU detektiert. 
Davon war eine OTU (ATB-KS-0934) repräsentativ für fünf Klone (Abb. 19).  
Alle vier OTU zeigten eine größere Überstimmung in ihrer 16S rDNA Nukleotidse-
quenz mit den Kulturstämmen Streptococcus suis str. 92-2742 [AF009509] und Strepto-
coccus suis str. 88-1861 [AF009497].  












Abb. 19: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Bacilli der Domäne 
Bacteria.1  
 
Zu der Klasse Mollicutes konnten zwei OTU, ATB-KS-0968 und ATB-KS-0998, asso-
ziiert werden. Auffälligerweise konnten beide OTU zu keiner bestimmten taxonomi-









Abb. 20: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Mollicutes der Do-
mäne Bacteria.2  
 
Dennoch zeigten die zwei OTU eine hohe Sequenzübereinstimmung mit den Stämmen 
Clostridium ramosum [X73440] von 98 % und Clostridium ramosum M19 [AY699288] 
von 99 %. Hierbei ist jedoch festzustellen, dass in der phylogenetischen Analyse diese 
als Angehörige der Gattung Clostridium klassifizierten Mikroorganismen eine geringere 
genetische Distanz zu den Referenzstämmen der Mollicutes aufwiesen als zu denen der 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. 
Syntrophococcus sucromutans DSM 3224 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
2 Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
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Clostridia (FARROW ET AL. 1995; BARTLETT ET AL. 2004). Die taxonomische Einord-
nung der Art C. ramosum und damit der OTU ATB-KS-0968 und ATB-KS-0998 bleibt 
daher ungenau, die Zuordnung zu den Mollicutes erscheint aber auf Ebene der 16S 
rDNA als wahrscheinlich.  
 
Phylum Bacteroides 
Die Phylum Bacteroides konnte mit 12 OTU entsprechend 15 Klonen der bakteriellen 


















Abb. 21: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Phylum Bacteroides der 
Domäne Bacteria.1  
 
Alle diese OTU wurden zu der Ordnung Bacteroidales gruppiert. Für die übrigen zwei 
Ordnungen, Flavobacteriales und Sphingobacteriales, wurden keine OTU detektiert. 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Escheri-
chia coli ATCC 11775 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
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Eine OTU (ATB-KS-0936) zeigte eine hohe Ähnlichkeit von 87 % bzw. 90 % mit den 
Kulturstämmen Prevotella melalinogenica ATCC 25845 [L16469] und Prevotella vero-
ralis ATCC [L16473]. 
Die elf weiteren in das Phylum Bacteroides eingeordneten OTU wiesen größere 
Nukleotidsequenzähnlichkeiten nur zu 16S rDNA Fragmenten isoliert aus verschiede-
nen Umwelten auf. Beispielhaft seien die klonierte Sequenz Vadin HA28 [U81730] aus 
Abfall einer Weindestillerie in Frankreich, Sequenz p4d05ct-1 [AY578637] aus einem 
Rinderrumen in den USA und Sequenz Eldhufec050 [AY919925] aus Stuhlproben vom 
Menschen in Frankreich genannt. 
 
Phylum Proteobacteria 
Drei Klassen (Alpha-, Gamma-, Deltaproteobacteria) der fünf Klassen innerhalb des 
Phylum Proteobacteria konnten in dem übersäuerten CSTR detektiert werden.  
Die Klasse der Alphaproteobacteria war mit einer OTU (ATB-KS-1001) vertreten 
(Abb. 22). Diese OTU ist verwandt mit dem kultivierten Stamm Sphingomonas adhae-
siva str. GIFU 11458 [D16146] und mit der Klonsequenz E2aB09 [DQ103610] isoliert 










Abb. 22: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Alphaproteobacteria 
der Domäne Bacteria.1  
 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. 
Syntrophococcus sucromutans DSM 3224 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
Ergebnisse 60
Vier OTU repräsentativ für zusammen fünf Klone der Bacteria 16S rDNA Bank konn-
ten für die Klasse Gammaproteobacteria nachgewiesen werden. Innerhalb dieser 
Klasse, konnten alle Klone der Ordnung Pseudomonadales zugeordnet werden (Abb. 
23). 
Die OTU ATB-KS-0970 und ATB-KS-0915 zeigten eine hohe Überstimmung von 
84 % bzw. 98 % zu Kulturstämmen wie z.B. Acinetobacter grimontii str. 17A04 
[AF509828] und Pseudomonas sp. str. CL-2 [AY017062]. Weitere Ähnlichkeiten erga-
ben sich wiederum zu verschiedenen 16S rDNA Sequenzen von bislang unkultivierten 
Mikroorganismen nachgewiesen in verschiedenen Umweltproben. Als Beispiel sei die 
Zuordnung von OTU ATB-KS-0978 zu der Klonsequenz GZKB112 [AJ853605] isoliert 










Abb. 23: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Gamma-
proteobacteria der Domäne Bacteria.1  
 
Die einzige OTU ATB-KS-0939 für die Klasse Deltaproteobacteria wurde zu der 
Ordnung Desulfobacterales gruppiert (Abb. 24). Diese OTU zeigte eine große Ähnlich-
keit von 90 % und 91 % auf Ebene der 16S rDNA Sequenz zu den Kulturstämmen De-
sulfobulbus propionicus DSM 2032 [AY548789] sowie Desulfobulbus sp. str. R004 
[AY005037]. 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Rho-










Abb. 24: Phylogenetische Beziehung der ATB-KS-Klone innerhalb der Klasse Deltaproteobacteria 
der Domäne Bacteria.1  
 
Phylum Spirochaetes  
Für das Phylum Spirochaetes wurde ebenfalls nur eine OTU, ATB-KS-0946, gefunden 
(Abb. 25). In der phylogenetischen Analyse der 16S rDNA Bacteria Bank konnte diese 
OTU in Relation zu den Klonen AUSPI67 [AY648566] isoliert aus einem sulfathaltigen 
Bioreaktor (USA) und zu Klon TANB18 [AY667253] isoliert aus Grundwasser (USA) 
gesetzt werden. Die Ähnlichkeit der 16S rDNA Nukleotidsequenzen betrug jeweils 
81 %. Wie in den vorherigen Beispielen auch handelt es sich bei diesen Sequenzen mit 













Abb. 25: Phylogenetische Beziehung ATB-KS-Klone innerhalb der Phylum Spirochaetes der Do-
mäne Bacteria.1  
                                                 
1 Die Analyse basierte auf einer neighbor-joining Analyse von partialen 16S rDNA Sequenzen. Rho-
dospirillum photometricum DSM 122 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
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4.3 Mikrobielle Diversität in einer biogas-produzierenden 
zweistufigen Fermentation von Triticale-Silage 
(Normaler Prozesszustand) 
Die ausschließliche Verwendung von Silagen in CSTR- bzw. Rührkesselreaktoren ohne 
Zusatz von Gülle ist bekanntermaßen mit verschiedenen verfahrenstechnischen Proble-
men behaftet. Aus diesem Grunde wurde im Rahmen eines anderen Projektes ein zwei-
stufiger Reaktortyp speziell für die Vergärung von Silagen entwickelt. Dieser Reaktor-
typ besteht aus drei parallel geschalteten leach-bed-Reaktoren (LBR), in welchen die 
Silage im Aufstrom mit Prozessflüssigkeit durchspült wird. Der Effluent der drei Reak-
toren wird gesammelt und in einen Festbett-Anaerobfilter (AF) geleitet, in welchem der 
Hauptanteil der Methanogenese stattfinden soll. Der Ablauf des AF wiederum wird zu-
rück in die LBR geleitet um ein weiteres Auslaugen der Nährstoffe aus der Silage und, 
im Fall frisch eingefüllter Silagen, eine Inokkulation der Silage zu gewährleisten. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effluent von einem der LBR (Verweilzeit der Sila-
ge: 14 Tage) sowie von dem AF beprobt und mittels der zuvor etablierten molekularge-
netischen Analytik charakterisiert. Ziel war die Erfassung der mikrobiellen Diversität 
insbesondere der Verteilung der methanogenen Archaea in dem Reaktor. 
 
4.3.1 Betrieb des Reaktors 
Die Biogas-Bildungsrate in dem LBR wurde mit den höchsten Werten zwei Tage nach 
der Beladung bestimmt. Die Biogasbildung betrug 210 l d-1, die volumenspezifische 
Rate lag bei 3,0 lBiogas lReaktorvolumen-1 d-1. Der Methangehalt des erzeugten Biogases vari-
ierte mit der Verweilzeit der Silage. Er stieg von Werten von weniger als 10 Vol.% zu 
Beginn der Vergärung auf Werte über 30 Vol.% nach der maximalen Verweilzeit von 
14 Tagen. 
Die Biogas-Produktion in dem AF wurde stark durch die Beladung der LBR beeinflusst, 
die mit der Biogas-Produktion resultierend aus der letzten LBR-Füllung korreliert ist. 
Die Biogas-Produktion betrug 120 bis 510 l d-1. Die resultierende volumenspezifische 
Rate wurde mit 1,7 bis 7,3 lBiogas lReaktorvolumen-1 d-1 berechnet. Der Methangehalt in dem 
Biogas aus dem AF lag relativ konstant bei 65,9 ± 7,8 Vol.%. 
Ähnlich zu der Biogas-Produktion erreichte die Konzentration von Fettsäuren in dem 
Effluent aus der Silage in dem LBR den höchsten Wert zwei bis drei Tage nach der Be-
                                                                                                                                               
1 Escherichia coli ATCC 11775 diente als outgroup. Weitere Details wie bei Abb. 17. 
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ladung mit frischem Silagematerial. Der maximale Wert für die Konzentration von 
leichtlöslichen kurzkettigen Fettsäuren (volatile fatty acids, VFA) wurde mit 13,7 g l-1 
bestimmt. Danach nimmt die Konzentration von VFA ab. Sieben Tage nach Beginn der 
Vergärung liegen weniger als 5 g l-1 VFA vor, während der pH von 4,8 auf 6,7 ansteigt. 
Die Probennahme aus dem Ablauf aus einem LBR und dem AF erfolgte nach einer 
Verweilzeit von sieben Tagen nach Beladung mit frischer Triticale-Silage. Die chemi-
schen Parameter in dem Effluent wurden wie folgt bestimmt: Der pH lag bei 7,0 (LBR) 
bzw. 7,5 (AF). Der Gehalt an VFA (C2-C6) wurde mit 2,92 g kg-1 (LBR) bzw. 0,97 g 
kg -1 (AF) bestimmt. 
 
4.3.2 Analyse der 16S rDNA Bibliotheken 
Die Charakterisierung der Archaea-Diversität erfolgte mittels des zuvor entwickelten 
molekulargenetischen Ansatzes spezifisch für methanogene Archaea. 
Hierzu wurden zwei 16S rDNA Bibliotheken, jeweils eine für LBR und AF, konstruiert. 
Diese zwei 16S rDNA Banken umfassen 137 (LBR) und 168 Klone (AF). Mittels 
ARDRA konnten in den beiden Banken insgesamt 77 verschiedene OTU detektiert 
werden (Tab. 5). 
Tab. 5: Übersicht über die in den zwei 16S rDNA Bibliotheken detektierten taxonomischen Grup-
pen.1  
 Stufe 1: Silage-Vergärung Stufe 2: Anaerobfilter 
 (Verweilzeit: 2 Wochen) (kontinuierlicher Betrieb) 
 OTU 16S rDNA Klone OTU 16S rDNA Klone 
Domäne Archaea     
 Phylum Euryarchaeota 23 (100 %) 131 (95 %) 21 (44 %) 134 (78 %) 
 Ordnung Methanomicrobiales 14 (48 %) 48 (34 %) 12 (25 %) 48 (28 %) 
 Ordnung Methanosarcinales 4 (14 %) 73 (53 %) 4 (8 %) 75 (44 %) 
 Ordnung Methanobacteriales 2 (7 %) 4 (3 %) 1 (2 %) 5 (3 %) 
 CA 11 Gruppe 3 (10 %) 6 (4 %) 3 (6 %) 5 (3 %) 
 ARC 1 Gruppe ND ND 1 (2 %) 1 (1 %) 
Domäne Bacteria     
 Phylum Firmicutes 2 (7 %) 2 (1 %) 8 (17 %) 10 (6 %) 
 Phylum Bacteroides 1 (3 %) 2 (1 %) 1 (2 %) 1 (1 %) 
 Phylum Spirochaetes 1 (3 %) 1 (1 %) 2 (4 %) 2 (1 %) 
 Phylum Acidobacteria ND  1 (2 %) 2 (1 %) 
 Phylum Actinobacteria ND  ND  
 Phylum Chlamydiae ND  1 (2 %) 2 (1 %) 
 Unklassifizierte Bacteria 1 (3 %) 1 (1 %) 11 (23 %) 17 (10 %) 
 
                                                 
1 Die 16S rDNA Bibliotheken wurden aus Proben der Prozessflüssigkeit von der Silage-Vergärung (Stufe 
1) und aus dem Festbett-Anaerobfilter (Stufe 2) entwickelt. Als OTU (operational taxonomic unit) wur-
den individuelle fingerprint-Muster der ARDRA gewertet. Für jede OTU ist die Anzahl der entsprechen-
den Klone in der jeweiligen 16S rDNA Bibliothek aufgeführt. ND = Nicht nachgewiesen. 
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Von diesen konnten nach Bestimmung der Nukleotidsequenz der klonierten 16S rDNA 
30 OTU der Domäne Archaea und hier ausschließlich dem Phylum Euryarchaeota zu-
geordnet werden.  
37 OTU wurden in der phylogenetischen Analyse der 16S rDNA Nukleotidsequenz der 
Domäne Bacteria zugeordnet. Ein Großteil dieser OTU ließen sich entweder in das Phy-
lum Firmicutes gruppieren oder waren nicht klassifizierbar. 
Innerhalb der zwei 16S rDNA Bibliotheken wiesen die Mehrzahl der Klone die 
ARDRA fingerprint-Muster der Archaea-OTU auf.  
 
4.3.2.1 Leach-bed Reaktor (Stufe 1) – Vergärung der Silage 
In der Silage-Vergärung innerhalb des leach-bed Reaktors (LBR, Laufzeit 2 Wochen) 
waren alle nachgewiesenen Archaea Vertreter der Ordnungen Methanomicrobiales, Me-
thanosarcinales und Methanobacteriales. Methanococcales wurden nicht detektiert 
(Abb. 26). 
Insgesamt 14 OTU (48 %) repräsentativ für 48 (34 %) Klone wurden der Ordnung Me-
thanomicrobiales zugeordnet. Hierbei zeigten die detektierten OTU stets geringere   
Übereinstimmungen mit kultivierten Referenzarten, größere Ähnlichkeiten dagegen mit 
bislang unkultivierten Arten nachgewiesen in verschiedensten Umweltproben durch 16S 
rDNA Analysen. 
Zwei OTU, ATB-KM-3076-B03 (repräsentativ für 15 Klone) und ATB-KM-3125-B26 
(repräsentativ für einen Klon), zeigten eine hohe Ähnlichkeit von 93 % und 94 % zu 
Methanoculleus bourgensis DSM 3045 [AY196674]. 
OTU ATB-KM-3067-B17 zeigte eine große Übereinstimmung mit der Referenzart Me-
thanospirillum hungatei str. JF-1 [AY196683] von 91 % und mit dem unkultivierten 
Klon KA7 [DQ085319] isoliert aus dem Sickerwasser einer Mülldeponie in der Türkei 
von 97 %. 
Viele der Archaea 16S rDNA Sequenzen, welche zu der Ordnung der Methanomicro-
biales gruppiert wurden, zeigten größere Sequenzübereinstimmungen nur mit bislang 














Abb. 26: Phylogenetische Beziehung der ATB-Klone innerhalb des Phylums Euryarchaeota der 
Domäne Archaea.1  
 
                                                 
1 Die Analyse basierte auf der Analyse der Nukleotidsequenz eines ca. 830 bp Fragmentes der 16S rDNA. 
Die Clusteranalyse erfolgte unter Verwendung des neighbor-joining Verfahrens (SAITO & NEI 1987) in 
Kombination mit dem Substitutionsmodell von Jukes-Cantor (JUKES & CANTOR 1969) und 1000x 
bootstrap resampling (FELSENSTEIN 1985). Die bootstrap-Werte sind an den Knoten wiedergegeben, nur 
bootstrap-Werte > 49 % wurden dargestellt. Für Referenz-Nukleotidsequenzen sind die entsprechenden 
Akzessionsnummern der NCBI GenBank (BENSON ET AL. 2006) in eckigen Klammern aufgeführt. Sulfo-
lobus acidocaldarius DSM 639 diente als outgroup. 
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Beispielhaft sei hierfür genannt OTU ATB-KM-3125-B26, welcher eine hohe Ähnlich-
keit in der Nukleotidsequenz der 16S rDNA mit dem Klon BSA2A-03 [AB175348] 
isoliert aus einem mesophilen Protein (BSA) vergärenden Reaktor (Japan) aufweist; 
OTU ATB-KM-3055-B15 und Klon ATB-KM-3074-B07, welche mit dem Klon LR-2 
[DQ302470] isoliert aus sodahaltigem See in Indien gruppiert wurden OTU ATB-KM-
3309-B31, welcher mit dem Klon HDBW-WA02 [AB237735] isoliert aus dem japani-
schem Grundwasser große Ähnlichkeit aufwies sowie OTU ATB-KM-3324-B32, der 
ähnlich war mit dem Klon NRP-Pro-A [AB236111] nachgewiesen in dem anaeroben 
Boden eines japanischen Reisfeldes. 
Für die Ordnung Methanobacteriales wurden zwei OTU, ATB-KM-3144-B21 und 
ATB-KM-2957-B2 detektiert, jeweils repräsentativ für zwei Klone in der 16S rDNA 
Bank. Die OTU ATB-KM-3144-B21 zeigte eine sehr hohe Ähnlichkeit zu der Kultur 
Methanobacterium formicicum DSM 1535 [AF169245] von 99 %. Die OTU ATB-KM-
2957-B2 konnte mit der Nukleotidsequenz von Klon A6T20L208 gruppiert werden 
(Sequenzähnlichkeit 70 %), welcher aus einer indischen Biogasanlage isoliert wurde 
[DQ262482]. 
Vier OTU repräsentativ für insgesamt 73 Klone wurden zu der Ordnung Methanosarci-
nales gruppiert. Die OTU ATB-KM-2930-B01 als Repräsentant für die Mehrheit der 
Klone in der 16S rDNA Bank (36 Klone) zeigte eine große Sequenzübereinstimmung 
von 99 % mit der Referenzart Methanosaeta concilii [X16932]. Weiterhin ergaben sich 
auch hier hohe Übereinstimmungen mit klonierten 16S rDNA Sequenzen von bislang 
unkultivierten Mikroorganismen aus Umweltproben wie z.B. zu Klon BHA03 
[Ab248613] isoliert aus einem mesophil betriebenen butyrat-degradierenden Anaerob-
reaktor (Nukleotidsequenzähnlichkeit 99 %) oder zu Klon 5LOC5[AY835819] nachge-
wiesen in anaerobem granulösem Schlamm (Nukleotidsequenzähnlichkeit 99 %). Eine 
weitere OTU, ATB-KM-2933-B09 (repräsentativ für 19 Klone), zeigte begrenzte Ähn-
lichkeiten zu dem Kulturstamm Methanosaeta thermophila str. PT [NC_008553: 
845527-846999 bp].Neben den OTU verwandt zu Methanosaeta sp. wurden auch ande-
re Vertreter der Ordnung Methanosarcinales nachgewiesen. Eine OTU, ATB-KM-3026-
A13, konnte in Beziehung mit dem kultivierten Stamm Methanomicrococcus blatticolus 
str. PA [AJ238002] gesetzt werden. Methanomicrococcus blatticolus str. PA ist Be-
standteil der Darmflora von Cellulose verwertenden Insekten. In enge Verwandtschaft 
gesetzt werden konnten ebenfalls verschiedene Klonsequenzen, welche ebenfalls aus 
dem Gastrointestinaltrakt verschiedener Insekten isoliert wurden, wie z.B. Klon 
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Gut103A [AY487204] isoliert aus der Termite Cubitermes fungifaber oder Klon P1-Ar-
8 [AF293520] isoliert aus einer anderen Termitenart, Cubitermes orthognathus. Diese 
OTU wurde bei insgesamt 9 (= 7 %) Klonen der 16S rDNA Bank nachgewie-
sen.Innerhalb der neuen taxonomischen Gruppe CA-11 (Godon et al. 1997) konnten mit 
3 OTU entsprechend 6 Klone detektiert werden. Diese 16S rDNA Sequenzen wurden 
mit Klon 6 [DQ372975] isoliert aus dem anaeroben Bereich einer Pilzkultur (China), 
Klon GZK61 [AJ576235] isoliert aus Deponie-Sickerwasser (China) und Klon Ar26 
[AF157521] isoliert aus einem Lager für Schweinejauche (USA) gruppiert. 
Keine OTU wurde für die zweite neue taxonomischen Ordnung ARC-I (CHOUARI ET AL. 
2005) nachgewiesen. 
 
4.3.2.2 Festbett-Anaerobfilter (Stufe 2) – Methanogenese-Stufe 
Wie in dem leach-bed-Reaktor konnte in dem Anaerobfilter eine große Anzahl sowie 
eine hohe Diversität an verschiedenen Archaea nachgewiesen werden. 
Die größte Anzahl an OTU, nämlich 12 (25 % der archaellen OTU in der 16S rDNA 
Bibliothek) und repräsentativ für zusammen 48 Klone (28 % aller archaellen Klone in 
der 16S rDNA Bibliothek) in der 16S rDNA Bank, konnten der Ordnung Methanomic-
robiales zugeordnet werden. Diese OTU ließen sich in einen Cluster mit den kultivier-
ten Stämmen Methanolacinia paynteri DSM 2545 [AY196678], Methanocurpusculum 
labeanum DSM 4855 [AY260436] und Methanospirillum hungatei JF-1 [AY196683] 
gruppieren.  
Wie zuvor ließen sich große Übereinstimmungen mit unkultivierten Stämmen aus Um-
weltproben finden. Als Beispiele hierfür seien folgende Relationen genannt: OTU ATB-
KM-3034-A07 zu Klon O23E2 [AF220337] isoliert aus hypertermophilen Ölreservoir 
(USA), OTU ATB-KM-2988-A23 und ATB-KM-3341-A45 zu Klon PL-38A8 
[AY570660] isoliert aus mesophilem Ölreservoir (Canada), OTU ATB-KM-2987-A12 
zu Klon GZK33 [AJ576222] isoliert aus Mülldeponie (China), OTU ATB-KM-2951-
A03 zu Klon ODPA1251A55 [AB177288] isoliert aus Ozean-Sediment (Pazifik) sowie 
OTU ATB-KM-2947-A01 zu Klon NR-ProM-A [AB236057] isoliert aus Reisfeldböden 
(Japan). Vier OTU konnten in der phylogenetischen Analyse mit Vertretern der Ord-
nung Methanosarcinales gruppiert werden. Sie sind repräsentativ für zusammen 75 Klo-
ne (56 %) in der 16S rDNA Bibliothek, wovon 50 Klone alleine von der OTU ATB-
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KM-2945-A05 repräsentiert wurden. Diese OTU zeigt höchste Ähnlichkeiten zu Me-
thanosaeta concilii. 
Innerhalb der Ordnung Methanosarcinales konnte eine OTU (ATB-KM-2960-A11) mit 
Vertretern der endosymbiotischen Darmflora von cellulose-verwertenden Insekten wie 
Methanomicrococcus blatticolus str. PA [AJ238002], Klon Gut103A [AY487204] iso-
liert aus der Termite (Cubitermes fungifaber) oder Klon P1-Ar-8 [AF293520] isoliert 
ebenfalls aus einer Termite (Cubitermes orthognathus) gruppiert werden. Das Vor-
kommen dieser OTU scheint allerdings nicht auf den Intestinaltrakt von Insekten be-
schränkt zu sein: Höhere Ähnlichkeiten ergaben sich ebenfalls zu Nukleotidsequenzen, 
welche in anaeroben Reisfeldböden (Klon NRP-Pro-A [AB236111]) oder in Mülldepo-
nie-Sickerwasser (Klon Carb Arch 7 [AJ831127]) detektiert wurden. OTU ATB-KM-
2960-A11 wurde bei 6 Klonen der 16S rDNA Bank gefunden. 
Die Ordnung Methanobacteriales wurde repräsentiert durch eine einzige OTU, ATB-
KM-3035-A08. Diese OTU in der phylogenetischen Analyse hat eine große Ähnlichkeit 
von 99 % mit der Stammkultur Methanobacterium formicium DSM 1535 [AF169245] 
aber ebenso zu dem 16S rDNA Klon eines unbekannten Stammes LLI-36 [AJ556383] 
isoliert aus einer Flusssandbank (Niederlande).  
Die Ordnung Methanococcales konnte mit keiner OTU bzw. bei keinem Klon in der 
16S rDNA Bibliothek für den Anaerobfilter nachgewiesen werden. 
Dagegen konnten zwei neue taxonomische Gruppen, zu welchen bislang keine Typen-
stämme vorliegen, detektiert werden. Entsprechend der Nomenklatur der Erstautoren 
werden im Folgenden diese Gruppen als CA-11 (GODON ET AL. 1997) und ARC-I (CHO-
UARI ET AL. 2005) aufgeführt. 
Die Gruppe CA-11 konnte mit drei OTU entsprechend fünf Klonen der 16S rDNA Bank 
nachgewiesen werden. Diese 16S rDNA Sequenzen wurden mit Klon GZK61 
[AJ576235] isoliert aus Deponie-Sickerwasser in China und Klon vadinCA11 [U81778] 
isoliert aus den Rückständen aus der Weindestillation in Frankreich gruppiert. 
Die zweite neue Linie ARC I war mit nur einer OTU (ATB-KM-3360-A48) in der 16S 
rDNA Bank des Anaerobfilters vertreten. Hierbei trat eine große Sequenzähnlichkeit 
von 99 % zu unkultivierten Klonen auf, wie z.B. zu Klon GZK72 [AJ576239] ebenfalls 
isoliert aus Deponie-Sickerwasser und zu Klon 69-1 [AF424763] isoliert aus kommuna-
lem Abwasser in den USA. 
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4.4 Der Vergleich der detektierten Archaea OTU inner-
halb der untersuchten Biogasreaktoren (CSTR im 
Normal- und Übersäuerungs-Zustand, zweistufiges 
Reaktorsystem) 
Die Diversität und die Häufigkeit der detektierten Archaea-OTU in den verschiedenen, 
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Biogasreaktoren ist in Tab. 6 zusammenfassend 
dargestellt. Als dominierende OTU in den 16S rDNA Bibliotheken aus dem zweiphasi-
gem Reaktor (LBR und AF) wurden OTU aus der Ordnung Methanosarcinales gefun-
den.  
Tab. 6: Häufigkeit der detektierten Archaea OTU innerhalb der untersuchten Biogasreaktoren.1  
Taxonom. Ordnung Detektierte OTU Identische OTU
Methanosarcinales ATB-KM-2945-A05 36 27% 50 37%
ATB-KM-2994-A17 19 15% 13 10%
ATB-KM-2960-A11 ATB-KS-077 4 6% 9 7% 6 4%




Methanomicrobiales ATB-KM-2988-A23 6 5% 10 7%
ATB-KM-3220-A25 7 5% 7 5%
ATB-KM-2987-A12 1 1% 7 5%
ATB-KM-2986-A14 6 4%
ATB-KM-2947-A01 2 2% 5 4%
ATB-KM-2958-A09 4 3%
ATB-KM-2942-A18 3 2%




ATB-KM-3034-A35 1 1% 1 1%
ATB-KM-3076-B03 15 11%
ATB-KM-3074-B07 ATB-KS-141 6 9% 8 6%
ATB-KM-3114-B14 1 1%
ATB-KM-3055-B15 1 1%

















CA-11 group ATB-KM-3231-A16 3 2% 3 2%
ATB-KM-3032-A34 2 2% 1 1%
ATB-KM-3015-A29 1 1% 1 1%
ARC-I group ATB-KM-3360-A48 1 1%































































































































Diese OTU (ATB-KM-2945-A05, ATB-KM-2994-A17) waren engverwandt mit der 
acetat-verwertenden Art Methanosaeta concilii. Diese OTU konnten nicht in den unter-
                                                 
1 Für jede OTU ist die Anzahl der entsprechenden Klone in der jeweiligen 16S rDNA Bibliothek aufge-
führt. ND = Nicht nachgewiesen. 
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suchten CSTR nachgewiesen werden. In dem CSTR bei einem normalen Betriebszu-
stand wurde als häufigster Vertreter der Ordnung Methanosarcinales die OTU ATB-
KM-2960-A11 gefunden, welche ebenfalls zu der Gattung Methanosaeta zu zählen ist, 
jedoch in der phylogenetischen Auswertung deutliche Unterschiede zu Methanosaeta 
concilli wie auch zu Methanosaeta thermophila zeigte. Diese OTU wurde ebenfalls in 
dem zweiphasigem System nachgewiesen, allerdings mit wesentlich geringeren Antei-
len innerhalb der 16S rDNA Banken als die vorgenannten OTU verwandt mit Methano-
saeta concilii. Als dominierende OTU in dem CSTR im Normalzustand wurde die OTU 
ATB-KM-3067-B17 gefunden (35 % der Klone der 16S rDNA Bank). Diese OTU 
konnte mit Verwandtschaft zu der H2/CO2/Formiat konsumierenden Art Methanospiril-
lum hungatei (Ordnung Methanomicrobiales) gebracht werden; allerdings wies die de-
tektierte OTU eine größere genetische Distanz zu dem Referenzstamm auf. In dem 
zweiphasigen System wurde diese OTU nur in dem silage-vergärenden LBR gefunden, 
und hier auch nur in einem einzigen Klon. Als zweite OTU mit höheren Anteilen unter 
den 16S rDNA Klonen (32 %) aus dem CSTR wurde die OTU ATB-KS-076 ermittelt. 
Diese OTU konnte mit der ebenfalls hydrogenotrophen Art Methanoculleus bourgensis 
gruppiert werden. Trotz der hohen Diversität an OTU verwandt mit Methanoculleus sp. 
(14 OTU von 29) in dem zweiphasigem Reaktor konnte diese OTU in dem zweiphasi-
gem Reaktor nicht nachgewiesen werden. 
In dem CSTR nach Eintritt einer starken Versäuerung waren keine der in den anderen 
Reaktoren detektierten OTU mehr nachzuweisen. Es fanden sich weder die in den 16S 
rDNA Banken häufig auftretenden OTU noch Vertreter von nur vereinzelt detektierten 
OTU. In diesem CSTR konnten nur vergleichsweise wenige OTU nachgewiesen wer-
den, welche in keinem der anderen untersuchten Reaktoren gefunden wurden. So wur-
den drei OTU (ATB-KS 441, ATB-KS 465, ATB-KS 470) gefunden, welche Überein-
stimmungen mit der mit der H2/CO2 /Formiat aber auch Propanol oder Butanol verwer-
tenden Art Methanocorpusculum parvum zeigten. Eine weitere, vereinzelt in dem über-
säuerten CSTR detektierte OTU, ATB-KS 468, ließ sich mit der bereits in den anderen 
Biogasreaktoren nachgewiesenen hydrogenotrophen Art Methanoculleus bourgensis 
gruppieren. Der ARDRA-fingerprint sowie die Nukleotidsequenz dieser OTU weisen 
aber Unterschiede zu den in den anderen Reaktoren gefunden Methanoculleus-OTU auf. 
Die taxonomisch bislang nicht näher klassifizierten Gruppen CA-11 und ARC-I waren 
mit vier OTU nur in dem zweiphasigen Reaktor vertreten; keiner dieser OTU wurde in 
dem CSTR weder im Normalzustand noch nach der Übersäuerung nachgewiesen. 
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5 Diskussion 
5.1 Methodische Aspekte 
5.1.1 Eignung der molekularen Analyse zur Untersuchung der 
mikrobiellen Diversität 
Die molekularen Methoden, welche in dieser Arbeit angewandt wurden, zeigten eine 
große Effizienz. Trotzdem gibt es verschiedene potentielle systematische Fehler inner-
halb dieser Analysen. 
 
5.1.1.1 DNA-Isolierung und Reinigung 
Die in Proben von Biogasreaktoren meist in hohen Mengen vorkommenden phenoli-
schen Substanzen, Huminsäuren und Schwermetalle (WILSON 1997) kontaminieren die 
isolierte DNA, so dass diese für eine weitere Aufarbeitung (z.B. mit Enzymen) meist 
ungeeignet ist. 
Aus der großen Anzahl möglicher DNA-Extraktionsmethoden muss für eine spezielle 
Anwendung jeweils die geeignete ausgesucht und für die verwendete Umweltprobe op-
timiert werden. Die Methoden, die zur Aufreinigung von DNA aus Biogasreaktorproben 
etabliert wurden und zum Teil heute sogar kommerziell erhältlich sind, können jedoch 
unter Umständen eine starke Fragmentierung der DNA verursachen. 
Zur DNA-Extraktion können grundsätzlich verschiedene Methoden angewendet wer-
den. Die mechanische Lyse von Bakterien mit Glas- oder Zirkoniumkügelchen (beads) 
mittels einem beadbeater wird von mehreren Autoren beschrieben (COLLINS ET AL. 
1993; BLEUMINK-PLUYM ET AL. 1994; CHALLANS ET AL. 1994). Die Bakteriensuspensi-
on wird dabei mit den beads gemischt und in einem beadbeater für einige Minuten bei 
einer Frequenz von 100 Hz kräftig geschüttelt. Die Zellwände werden so zerstört und 
die DNA freigesetzt. Auch alleiniges Kochen der Suspension für 15 Minuten (MOSS ET 
AL. 1997) bzw. 20 Minuten (HURLEY ET AL. 1987) setzte geeignete DNA zur Verwen-
dung für die PCR frei. Eine andere Methode zum Zellaufschluss basiert auf einem en-
zymatischen Prozess. Hierzu werden Enzyme wie Subtilisin und/oder Lysozym sowie 
Proteinase und SDS (= Detergent) eingesetzt (VISUVANATHAN ET AL. 1989). Auch die 
enzymatische Methode mit Lysozym und Proteinase K (in Verbindung mit Cäsiumchlo-
ridbehandlung und Zugabe von 30 Volumina destilliertes Wasser, um durch osmoti-
schen Schock die Zellwände zu sprengen) ergab eine Ausbeute von 1,2-2 mg DNA/g 
Zellfeuchtgewicht (BOSE ET AL. 1993). 
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Bei den verschiedenen Zellaufschlusstechniken bleibt aber häufig das Problem, dass mit 
der DNA auch mögliche PCR-inhibierende Substanzen extrahiert werden. Somit ist 
meist eine zusätzliche Reinigung der DNA unumgänglich, wenn diese für weiterführen-
de molekulargenetische Analysen eingesetzt werden soll. 
Zur DNA-Reinigung ist die Extraktion mit organischen Lösungsmitteln wie Chloroform 
und Phenol die klassische Methode (SAMBROCK & RUSSELL 2001). Die hydrophilen 
DNA-Moleküle reichern sich in der wässrigen Phase an und können aus dieser zurück-
gewonnen werden (Abb. 27). 
Probe 1








Abb. 27: Der Effekt von CTAB bei der Reinigung von DNA aus Probenmaterial aus einem Biogas-
reaktor.1  
 
Die Präzipitation der gelösten DNA erfolgt mit Hilfe von Ethanol (KAMBOURIS ET AL. 
1996). Eine weitere Reinigungsmethode bei der Isolierung von Bakterien-DNA bedient 
sich dem Polyvinylpolypyrolidon (PVPP) (HOLBEN ET AL. 1988). Das unlösliche PVPP 
soll Huminsäuren und andere phenolische Verunreinigungen durch Adsorption binden. 
PICARD ET AL. (1992) verwendete PVPP direkt im Lysepuffer. SOUTHERN ET AL. (1975) 
setzte zur DNA-Reinigung die Gelelektrophorese ein. Hierbei wurde die aus Bodenpro-
ben isolierte DNA in einem Gel, bestehend aus 1,25 % Low Melting Ultra Pure Agarose 
(LMP) mit 2 % Polyvinylpyrolidon (PVP) über Nacht gereinigt. Der DNA-Reinigung 
mit PVPP sind allerdings in Hinblick auf die Höhe der Hemmstoffkonzentration Gren-
zen gesetzt. PVPP alleine kann hohe Mengen an Huminsäuren (GOODYEAR ET AL., 
1994) und andere PCR-Inhibitoren (TEBBE & VHJEN, 1993) jedoch nicht effizient ent-
fernen. 
                                                 
1 Nach Zugabe von CTAB unter Hochsalz-Bedingungen ist während der Extraktion mit Chloroform eine 
Braunfärbung der organischen Phase zu beobachten, welches auf eine Auswaschung der Huminsäuren 
schließen lässt. 
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Eine weitere Reinigung kann durch Zugabe des kationischen Detergents Cetyl-
trimethylammoniumbromid (CTAB) erzielt werden. CTAB wurde in verschiedenen 
Arbeiten erfolgreich zur Entfernung von Polysaccharidverunreinigungen in DNA-
Lösungen eingesetzt (RALPH & BELLAMY 1964; HILL ET AL. 1972). CTAB findet als 
Komplexbildner und Detergenz Verwendung. Er bildet dann bei niedrigen Salzkonzent-
rationen einen Komplex mit der DNA. Dagegen formt CTAB bei hohen Salzkonzentra-
tionen (> 0,7 M NaCl) mit sauren Polysacchariden und anderen PCR-Inhibitoren (z.B. 
Pigmenten) einen Komplex, der durch eine folgende Chloroformextraktion ausgewa-
schen wird (JONES & WALKER, 1963; WILSON, 1997). Die DNA verbleibt in der wässri-
gen Phase, wird dann mittels Isopropanol gefällt und besitzt für weiterführende Analy-
sentechniken, wie der PCR, die benötigte Qualität (KLOCKE ET AL. 2007). Die CTAB-
Methode wurde von BRETER ET AL. bereits 1977 für die DNA-Isolierung von Proben aus 
einem aquatischen Milieu eingeführt und von KARL & BAILIFF (1989) weiterentwickelt. 
Von HONORE-BOUAKLINE ET AL. (2003) wurde das CTAB-Verfahren auch im medizini-
schem Bereich angewendet. Hierbei zeigte diese Methode eine sehr ideale DNA-
Vorbereitung für eine effiziente PCR-Amplifikation, die für eine schnelle medizinische 
Diagnostik sehr hilfreich war. 
Für die Extraktion der DNA aus Biogasreaktoren wurde im Rahmen dieser Arbeit ein 
Protokoll entwickelt, das auf einer Methode von RHEIMS & STACKEBRANDT (1999) ba-
siert. Die Untersuchungen ergaben, dass die Verwendung von CTAB notwendig wurde, 
um PCR-amplifizierbare DNA zu erhalten. In einem Protokoll ohne CTAB wurde aus 
Biogasreaktorproben qualitativ schlechte oder unsaubere DNA extrahiert, so dass kein 
Signal in der PCR zu sehen war. Der Grund hierfür könnte darin liegen, dass die Proben 
aus Biogasreaktoren eine sehr hohe Akkumulation an PCR-Inhibitoren wie Huminsäu-
ren besitzen. Nur bei einem Einsatz von CTAB konnten klare DNA-Banden und repro-
duzierbare Resultate mit amplifizierbarer DNA erzielt werden (Abb. 28).  
Insgesamt bildet das in dieser Arbeit vorgestellte Protokoll zur Isolierung und Reini-
gung von DNA eine zuverlässige, preiswerte und recht schnelle Möglichkeit, um klo-




Abb. 28: Eignung der unter Verwendung von CTAB gereinigten DNA1 für die PCR.2  
 
5.1.2 Selektivität der Primer 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine weit verbreitete Technik zur selektiven 
Vermehrung und damit zum Nachweis von DNA-Sequenzen. Sie erleichtert die Detek-
tion von einzelnen Mikroorganismen in allen Habitaten. Ebenso ist diese Methode etab-
liert für eine Abschätzung bzw. Untersuchung der mikrobiellen Diversität.  
Die Selektivität der PCR beruht auf der Selektivität der Oligonukleotide (‚Primer’), 
welche als Startpunkte für die Verdoppelung der DNA in der Probe dienen (‚Templa-
te’). Eine Vielzahl von möglichen Primer-Kombinationen wurde zur selektiven Anrei-
cherung der mikrobiellen 16S rDNA Sequenz bzw. der 16S rDNA von verschiedenen 
mikrobiellen Gruppen publiziert (GIOVANNONI ET AL. 1990, DE LONG ET AL. 2005, 
DASSARMA & FLEISCHMANN. 1995, WATANABE ET AL. 2001).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Primer-Kombinationen zum spezifischen Nach-
weis von methanogenen Archaea (Arche2F-ARC934R) und der bakteriellen Begleitflo-
ra (16Sforw-16Srev) genutzt. Die Länge der als Primer verwendeten Oligonukleotide 
liegt bei jeweils ca. 20 bp. 
                                                 
1 Vgl. Abb. 27. 
2 (A) Für die PCR eingesetzte DNA, (B) PCR-Produkte bei Verwendung von Primern für die bakterielle 
16S rDNA (theoretisch erwartete Länge: 1500 bp), (C) PCR-Produkte bei Verwendung von Primern für 
die archaelle 16S rDNA (theoretisch erwartete Länge: 900 bp), (1, 2, 3) Verdünnungsreihe der DNA, (+) 
Positiv-Kontrolle, (-) Negativ-Kontrolle ohne DNA Template, (M) Längenstandard. 
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5.1.2.1 PCR-Primer zum Nachweis von Archaea 
Mit der für Archaea selektiven Primerkombination Arch2F (= 69Fmod) / ARC934R 
wurden insgesamt vier 16S rDNA Bibliotheken konstruiert. Die anhand der aus Reak-
torproben isolierten DNA erzeugten PCR-Produkte hatten eine Grösse von ca. 800 bis 
900 bp. Durch die Beschränkung auf einen Teil der ca. 1500 bp 16S rDNA Sequenz 
wird die vollständige Sequenzierung des Amplifikates innerhalb einer einzigen Sequen-
zierreaktion möglich. Durch die Klonierung in einen Standardvektor (z.B. pGEM-T) mit 
Bindungsstellen für Standardsequenzierprimern (z.B. T7 Promoter Sequenz) in Nähe 
der Klonierungsstelle kann die Sequenzierung unter standardisierten Bedingungen 
durchgeführt werden, welches sowohl den Arbeitsaufwand wie auch die anfallenden 
Kosten minimiert. 
Die erfasste Nukleotidsequenz mit einer Grösse von ca. 800 bp bis 850 bp für die ar-
chaelle 16S rDNA enthält sowohl hochkonservierte Bereiche als auch variable Bereiche 
mit einer für eine taxonomischen Einordnung ausreichender Länge. 
Der in dieser Arbeit erstmals verwendete Primer Arche2F beruht auf einem konservier-
ten Bereich innerhalb der archaellen 16S rDNA, welcher bereits in verschiedenen 
Arbeiten (DE LONG 1992, FERNANDEZ ET AL. 1999) zur Ableitung spezifischer Primer 
(69F) verwendet wurde. Im Unterschied zu dem Primer 69F ist der Primer Arche2F 
(bzw. 69Fmod) um vier Nukleotide in 5’-Richtung verlängert worden. Dafür konnte der 
modifizierte Primer um sechs Nukleotide an dem 3’-Ende verkürzt werden (Abb. 29).  
                                                         Primer 69F     TAAGCCATGCRAGTCGAAYG 
                                             Primer Arche2F(69Fmod) YGAYTAAGCCATGCRAGT 
Methanococcus jannaschii [M59126]               5’-CCACTGCTATCGGGGTCCGACTAAGCCATGCGAGTCAAGGGGCTCCCTT----CGGGGAGCACCGGCG-3’ 
Methanococcus maripaludis [U38487]              5’-CCACTGCTATTGGGATTCGACTAAGCCATGCGAGTCTATGG-NNTTT-----CGGC-----CATGGCG-3’ 
Methanothermus fervidus [M59145]                5’-CCACTGCTATGGGGGTCCGACTAAGCCATGCAAGTCGAACG---GGCCT----TGNTNA--CGTGGCG-3’ 
Methanobacterium formicicum [AF169245]          5’-CCACTGCTATTGGGTTTCGATTAAGCCATGCAAGTCGAACG--ATCCTT----CGGGGT--CGTGGCG-3’ 
Methanobacterium thermoautotrophicum [AY196660] 5’-CTACTGCTATTGGGGTTCGATTAAGCCATGCAAGTCGAACG---AACCT---TGTGTT--CGTGGCGA-3’ 
Methanoculleus bourgense [AY196674]             5’-TCACTGCTATCGGGGTTCGATTAAGCCATGCGAGTCGAGAG----GGTT----CGCC----CTCGGCG-3’ 
Methanofollis tationis [AF095272]               5’-TCACTGCTATCGGGGNTCGATTAAGCCATGCGAGTCGAGAG----GGGTC--AAGCC----CTCGGCA-3’ 
Methanospirillum hungatei [AY196683]            5’-CCACTGCTATCGGGGTTTGACTAAGCCATGCGAGTCGAGAG----GTGC---AAGAC----CTCGGCG-3’ 
Methanocorpusculum parvum [M59147]              5’-CCATTGCTATCAGGGTNTGACTAAGCCATGCGAGTCGAGAG----GTGT---AAGAC----CTCGGCA-3’ 
Methanosaeta concilii [X16932]                  5’-TTACTGCTATCGAGGTTCGACTAAGCCATGCGAGTCGAATGTAGCAATACATGGCGAACTGCTCAGTA-3’ 
Uncultured Firmicutes [AJ746422]                5’-.................TGA TAAGCCATGCGAGTCGAACGGGATTCTTTGATCAGCTTGCTGAGAGA-3’ 
Uncultured Firmicutes [AY704384]                5’-.................TGA TAAGCCATGCGAGTCGAGCGGGGAGACTT---CGGTCT----------3’ 
Uncultured Firmicutes [AY953162]                5’-.................TGA TAAGCCATGCGAGTCGAGCGGAGGCATAGGGAAGAAGTTTTCGGATG-3’ 
Uncultured Firmicutes [DQ088229]                5’-.................TGATTA GCCATGCGAGTCGAACGGGAACA------GTTTGGTTTCGATTG-3’ 
 
Abb. 29: Vergleich der Bindungsstellen für die Primer 69F 1 und Arche2F2 zum spezifischen Nach-
weis der 16S rDNA von methanogenen Archaea. 
 
 
                                                 
1 GIOVANNONI ET AL. 1990. 
2 DE LONG 1992, FERNANDEZ ET AL. 1999. 
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Der verwendete Rückwärts- (reverse) Primer ARC934R besteht aus 19 Nukleotiden und 
ist identisch mit dem von Giovannoni et al. 1990 publizierten Primer. Die Bindungsstel-
le entspricht Pos. 915 - 934 bp der E. coli 16S rDNA. Nach einem in silico Vergleich 
dieser Primer mit der 16S rDNA Sequenz von ausgewählten methanogenen Archaea-
Arten publiziert in der NCBI GenBank wurde die komplementäre Bindungsstelle bei 
vielen methanogenen Archaea gefunden (Abb. 30). 
 
                                                     ARC934R (Primersequenz)    TGCTCCCCCGCCAATTCCT    
                                                     ARC934R (Bindungsstelle)   AGGAATTGGCGGGGGAGCA 
Methanococcus jannaschii [M59126]               5’-GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACGGGTGGNNACCGCGGT-3’
Methanococcus maripaludis [U38487]              5’-GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGGGTGGAGCCTGCGGN-3’
Methanothermus fervidus [M59145]                5’-GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGCGTGGAGCNTGTGGT-3’
Methanobacterium formicicum [AF169245]          5’-GGAAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGCGTGGAGCCTGCGGT-3’
Methanobacterium thermoautotrophicum [AY196660] 5’-GGAAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGCGTGGAGCCTGCGGT-3’
Methanoculleus bourgense [AY196674]             5’-GGNAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACAGGTGGAGCCTGC...-3’
Methanofollis tationis [AF095272]               5’-GGAAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGGGTGGAGCNTGCNNT-3’
Methanospirillum hungatei [AY196683]            5’-GGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGGGTGGAGCCTGCGGT-3’
Methanosarcina mazei [U20151]                   5’-GGAAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACAACAACGGGTGGAGCCTGCGGT-3’
Methanosaeta concilii [X16932]                  5’-GGAAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACGGGTGGAGCTTGCGGT-3’
 
Abb. 30: Vergleich der Bindungsstellen für den Primer ARC934R1 zum spezifischen Nachweis der 
16S rDNA von methanogenen Archaea.2 
 
Durch diese Maßnahmen konnte in silico eine wesentlich größere Übereinstimmung mit 
den 16S rDNA Sequenzen verschiedener Archaea wie z.B. Methanoculleus sp., Metha-
nospirillum sp. oder Methanococcus sp. verglichen mit dem ursprünglichen Primer 69F 
erzielt werden.  
In vitro konnten die in silico getroffenen Erwartungen bestätigt werden. Außer für die 
Methanococcales wurden Vertreter aller methanogener Ordnungen detektiert. Neben 
den bekannten Ordnungen wurden auffälligerweise eine Reihe taxonomisch noch nicht 
klassifizierter Archaea nachgewiesen. Hierzu zählen Vertreter der CA-11 Gruppe 
(GODON ET AL. 1997) und der ARC-I Gruppe (CHOUARI ET AL. 2005) (s. Abb. 29). 
Es zeigte sich allerdings, dass neben der 16S rDNA von Archaea ebenfalls die 16S 
rDNA von verschiedenen Bacteria amplifiziert wurde. Hierbei handelt es sich in über-
wiegendem Maße um bisher taxonomisch näher eingeordnete Firmicutes. Wie der Ver-
gleich der Bindungsstellen zeigt, wurden diese 16S rDNA Sequenzen aufgrund von 
Fehlpaarungen amplifiziert. Dieses kann eventuell durch eine ungenügende Oligonukle-
                                                 
1 GIOVANNONI ET AL. 1990. 
2 Die Analyse erfolgte auf Basis der 16S rDNA Sequenz von ausgewählten repräsentativen methanogenen 
Archaea-Arten publiziert in der NCBI GenBank (BENSON ET AL. 2006). 
 
Diskussion 77
otidsynthese oder durch zu wenig stringente PCR-Bedingungen verursacht sein. Letzte-
res könnte in weiteren Arbeiten optimiert werden. 
 
5.1.2.2 PCR-Primer zum Nachweis von Bacteria 
Neben den methanbildenden Archaea sind für den Abbau von organischen Substanzen 
zu Biogas auch zahlreiche hydrolytische und fermentative Vertreter der Domäne Bacte-
ria verantwortlich. Da Bacteria und Archaea phylogenetische weit getrennte Gruppen 
darstellen und sich in zahlreichen morphologischen und physiologischen Details insbe-
sondere auf molekulare Ebene unterscheiden, ist die parallele Erfassung dieser beiden 
Organismengruppen in einem einzigen experimentellen Ansatz nicht in ausreichendem 
Umfang möglich. 
Bei der Analyse eines CSTR-Biogasreaktors mit einer Monovergärung von Rübensilage 
wurde eine 16S rDNA Bibliothek für Archaea und Bacteria gemeinsam angelegt 
(KLOCKE ET AL. (2007)). In dieser Studie erwiesen sich von 60 nachgewiesenen OTU 
lediglich 4 als zugehörig zu der Domäne Archaea. Zwei der Archaea-OTU haben eine 
große Ähnlichkeit mit Methanosarcina sp., eine Archaea-OTU ließ sich mit Methano-
saeta sp. in Verwandtschaft setzen und die vierte Archaea-OTU gehört zu einem Cluster 
mit unklassifizierten Archaea isoliert aus Umweltproben. Vertreter der Methanobacteri-
ales oder der Methanomicrobiales wurden im Unterschied zu der in dieser Arbeit vorge-
stellten Ergebnissen in der Studie von KLOCKE ET AL. (2007) nicht detektiert. Dieses 
zeigt, dass für eine umfassende Analyse der archaellen Diversität die getrennte Betrach-
tung von Archaea und Bacteria eine grundlegende Voraussetzung ist. Experimentell 
lässt sich dieses nur mit der Konstruktion zweier 16S rDNA Banken umsetzen. 
Die Erfassung der Diversität innerhalb der Bacteria erfolgte in dieser Arbeit also durch 
die Konstruktion von gesonderten 16S rDNA Bibliotheken. Hierzu wurde die Primer-
Kombination 16S-Forw/16S-Rev verwendet, welche erstmals von LANE (1991) publi-
ziert wurden und seitdem für eine Vielzahl von mikrobiologischen Diversitätsanalysen 
verwendet wurden. Das PCR-Produkt hat eine Größe von ca. 1500 bp (entsprechend 
Position von 8-28 bp und 1490-1512 bp in E. coli) und stellt somit eine nahezu voll-
ständige Kopie der bakteriellen 16S rDNA Sequenz dar. 
Die in dieser Arbeit ermittelten Daten zeigten, dass die Primer-Kombination 16S-
Forw/16S-Rev ausschließlich bakterielle 16S rDNA Sequenzen der DNA-Proben aus 
den Biogasreaktoren detektiert hat. Hierbei wurde eine große Diversität von fakultativ 
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oder obligat anaeroben Mikroorganismen wie z.B. Clostridia sp., Bacillus sp., Bacte-
roides sp., und Spirochaetes sp. gefunden (Abb. 31) (Abb. 32). Es sind allerdings auch 
Arbeiten publiziert worden, in welchen gezeigt werden konnte, dass diese Primer-
Kombination ebenfalls geeignet ist, archaelle 16S rDNA zu amplifizieren (REYSENBACH 
ET AL. 1992; REYSENBACH & PACE. 1994). Ein Grund für das Ausbleiben von archaeller 
16S rDNA in den in dieser Arbeit mithilfe von 16S-Forw/16S-Rev konstruierten Ban-
ken könnte in dem Mengenverhältnis zwischen Bacteria und Archaea in dem Biogasre-
aktor liegen. Theoretisch sollten wesentlich mehr Bacteria, sowohl auf Ebene der Art 
wie auch der Individuen, als Archaea in den Biogasreaktoren enthalten sein. 
 
                                                          16S-F   AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  
Rhodopseudomonas palustris [NC_007925]   5’-TTAAAGTTTCAAGTCCAACTTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGT -3’
Clostridium acetobutylicum [NC_003030]   5’-ATTATATCAAACTTTTAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGT -3’
Pseudomonas aeruginosa [NC_008463]       5’-AAAACCCAAGCAGTATTGAACTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGT -3’
Clostridium perfringens [NC_008261]      5’-TATAGATTAAACTTTTAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGT -3’
Bacillus anthracis [NC_003997]           5’-CTAGACAAACTAACTTTATTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT -3’
Lactobacillus delbrueckii [NC_008054]    5’-AAAAGACTCAATTTTCAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT -3’
Bartonella bacilliformis [NC_008783]     5’-AATCAAATTTTCATTCAACTTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGT -3’
Acidovorax avenae [NC_008752]            5’-TTAAATTTCAAGATCGAACTGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGT -3’
Desulfitobacterium hafniense [NC_007907] 5’-AAGTTCTTCATAAATTTTATGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGT -3’
Staphylococcus saprophyticus [NC_007350] 5’-AAACATCATAATTCATTTATGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT -3’  
 
Abb. 31: Vergleich der Bindungsstellen für den Primer 16S-F1 zum spezifischen Nachweis der 16S 
rDNA von Bacteria.2 
 
 
                                           16S-R (Primersequenz)  TACGGYTACCTTGTTACGACTT  
                                           16S-R (Bindungsstelle) AAGTCGTAACAAGGTARCCGTA 
Clostridium populite [X71853]        5’-CGAAGGTGGAGCCNATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTATCGGAAGG-3’ 
Clostridium fervidus [L09187]        5’-CGGCTGGATCACCTCCGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACC-3’ 
Spirochaeta alkalica [X93927]        5’-CGAAGGTACGCCTGGTAAGGGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA........-3’ 
Ehrlichia risticii [M21290]          5’-CTACGGTGGGGTGGGTGACTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGTGAACC-3’ 
Cardiobacterium valvarum [AF506987]  5’-CCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACC-3’ 
Desulfurella acetivorans [X72768]    5’-NCATGGTAGGGTCAGCGACCGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACC-3’ 
Megamonas hypermegale [AJ420107]     5’-CGAAGGTGGGGGCGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGG-3’ 
Amphibacillus xylanus [AJ496807]     5’-CGAAGGTGGGGCCAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGG-3’ 
Herpetosiphon sp. [X86447]           5’-CGAGGGTGGGGCTCGTAACTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGG-3’  
Abb. 32: Vergleich der Bindungsstellen für den Primer 16S-R3 zum spezifischen Nachweis der 16S 
rDNA von Bacteria.4 
 
                                                 
1 LANE 1991. 
2 Die Analyse erfolgte auf Basis der 16S rDNA Sequenz von ausgewählten repräsentativen Arten publi-
ziert in der NCBI GenBank (BENSON ET AL. 2006). Entsprechend des single letter code für Nukleotide 
steht M für A. 
3 LANE 1991. 
4 Die Analyse erfolgte auf Basis der 16S rDNA Sequenz von ausgewählten repräsentativen Arten publi-
ziert in der NCBI GenBank (BENSON ET AL. 2006). Entsprechend des single letter code für Nukleotide 
steht Y für T oder C und R für G oder A. 
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5.1.3 Einfluss des PCR-Regimes 
Für eine Optimierung der PCR müssen insgesamt verschiedene Parameter wie Tempe-
ratur, Dauer der Schritte, Zyklenzahl, Reaktionschemie (z.B. MgCl2-Konzentration) 
entsprechend der gewählten Primer und des Templates angepasst werden.  
In der Regel werden in einer PCR zwanzig bis vierzig Zyklen (Deanturierung, Annea-
ling, Extension) durchlaufen, so dass man anschließend genug Material amplifiziert hat 
um es zu analysieren. Nachteilig ist hierbei jedoch, dass sich abhängig von dem PCR-
Regime und der Art der verwendeten DNA-Polymerase Fehler in der Nukleotidsequenz 
als Folge eines Einbaus nicht-komplementärer Nukleotide akkumulieren können. Diese 
Fehler können bei der nachfolgenden phylogenetischen Auswertung der Nukleotidse-
quenzen eine größere genetische Distanz der zu analysierende Sequenz zu Referenzse-
quenzen und damit eine falsche taxonomische Einordnung verursachen. Aus diesem 
Grunde ist es sinnvoll, die Zahl der PCR-Zyklen und damit die Vermehrungsstufen der 
DNA auf ein Mindestmaß zu reduzieren. 
Um die optimale Zyklen-Zahl zu ermitteln wurde in dieser Arbeit zuerst eine Test-PCR 
mit 15 Zyklen, 25 Zyklen und 35 Zyklen durchgeführt (Abb. 33). 
 
Abb. 33: Der Einfluss der Zyklenzahl auf die Produktbildung bei der Amplifikation von bakteriel-
ler 16S rDNA.1 
 
In diesem Experiment zeigte sich, dass mit 25 Zyklen optimale Reaktionsbedingungen 
gegeben sind. Nach 15 Zyklen hat der Amplifikationsprozess noch zu keinem sichtba-
ren Produkt geführt. Die Erhöhung des PCR-Prozesses auf 35 Zyklen ergibt zwar mehr 
Produkt, neben dem erwarteten 1500 bp Amplifikat treten aber verstärkt längere und 
kürzere unspezifische Amplifikate auf (erkennbar an dem ‚Schmier’ ober- und unterhalb 
                                                 
1 (1) + (2) 15 PCR-Zyklen, (3) + (4) 25 PCR-Zyklen, (5) + (6) 35 PCR-Zyklen. 
(1), (3), (5) mit DNA-Template isoliert aus einem Biogasreaktor, (2), (4), (6) ohne DNA-Template  
(= Negative Kontrolle). (M) Längenstandard. 
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des Hauptamplifikates). Wie an der Negativ-Kontrolle ohne Zugabe von Template-
DNA erkennbar ist, steigt zu dem bei zunehmender Zyklenzahl die Gefahr der Produkt-
bildung aus Kontaminationen mit einzelnen DNA-Molekülen in den Reaktionschemika-
lien. 
Man könnte sich nun überlegen, einfach weitere Enzyme, weitere Primer, und weitere 
Nukleotide zuzugeben. Man hat festgestellt, dass mit zunehmender Zyklenzahl die An-
zahl der falsch einbauten Nukleotide und damit die Anzahl fehlerhafter Amplifika-
teansteigt. Wegen dieser Erkenntnis werden in der Regel nicht mehr als 35 Zyklen 
durchgeführt. Als Beispiel: Für die Untersuchung der mikrobiellen Diversität in einem 
methanogenen Bioreaktor begrenzten FERNANDEZ ET AL. (1999) den PCR-Prozess auf 
eine Anzahl von 30 Zyklen. Gleiche Zyklenzahlen benutzten LALOUI-CARPENTIER ET 
AL. (2006) zur Analyse der Mikrobiologie in einem Bioreaktor zur Verwertung von 
Kommunalabfällen und WU ET AL. (2006) zur Beschreibung der mikrobiellen Lebens-
gemeinschaften in einem anoxischem Boden.  
 
5.2 Die mikrobiellen Lebensgemeinschaften in anaero-
ben Degradierungsprozessen 
Die mikrobielle Lebensgemeinschaft innerhalb eines Biogasreaktors ist in hohem Maße 
abhängig von der Art und Zusammensetzung des Substrates (Essigsäure, Ameisensäure, 
Methanol, Ethanol und Kohlendioxid) sowie des jeweiligen Milieus (pH-Wert, Tempe-
ratur). Es lassen sich jedoch grundsätzlich verschiedene Gruppen von Mikroorganismen 
mit ähnlichen Substratanforderungen definieren: (1) Fermentative Bacteria, welche die 
Oxidation der Kohlenhydrate zu VFA, Acetat und H2 durchführen; (2) Bacteria, welche 
die VFA in einer anaeroben Oxidation zu Acetat + H2 umwandeln; (3) Anaerobier, die 
Acetat zu H2 und CO2 oxidieren; (4) acetatverwertende methanbildende Archaea (ace-
totrophe Methanogene) sowie (5) H2-oxidierende methanbildende Archaea (hydroge-
notrophe Methanogene) (SCHMIDT & AHRING 1999,  AHRING 2003) und (6) methy-
lotrophe methanbildende Archaea (DEPPENMEIER ET AL 1996).  
In den untersuchten Biogasreaktoren unterschiedlicher Bauweise konnten eine Reihe 
verschiedener fermentativer Bacteria und methanogener Archaea detektiert werden. 
 
5.2.1 Die fermentativen Bacteria in Biogasreaktoren 
Bei der Hydrolyse werden aus polymeren Kohlenhydraten die überwiegend monomere 
Kohlenwasserstoffe wie Glucose, aus Proteinen überwiegend Peptide und Aminosäuren 
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und aus Fetten langkettige Fettsäuren sowie Glycerin produziert. In der zweiten Stufe, 
der Acetogenese, erfolgt die Umwandlung von Carbonsäuren, organischen Säuren und 
auch langkettigen Fettsäuren zu Acetat, H2, CO2 und H2O.  
Verantwortlich für diese Prozesse sind eine große Menge unterschiedlicher fermentati-
ver Bacteria. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Teil dieser Bacteria identifiziert wer-
den. Innerhalb der in dieser Arbeit untersuchten Biogasreaktoren wurde als eine sehr 
dominierende Gruppe typische fermentative Bacteria aus der Gattung Clostridium ge-
funden. In den untersuchten 16S rDNA Bibliotheken konnten diese Gruppe mit insge-
samt 71 verschiedenen OTU entsprechend 32 % aller in dieser Arbeit detektierten OTU 
nachgewiesen werden. Diese 71 OTU wurden bei 145 Klonen der 16S rDNA Banken 
gefunden; dieses entspricht 30 % aller untersuchten 16S rDNA Klone. 
Clostridium ist maßgeblich an dem fermentativen Abbau von Biomasse zu kurzkettigen 
organischen Verbindungen beteiligt. Aus Fermentationsprozessen isoliert wurde z.B. 
die obligat anaerobe Art Clostridium jejuense (JEONG ET AL, 2004). C. jejuense produ-
ziert Pyruvate, Lactate, Acetat, Formate und Wasserstoff als Endprodukte der Glucose-
Fermentation. Teil der Prozesse zum Abbau von pflanzlicher Biomasse ist das Cellulo-
se-abbauende Clostridium straminisolvens (SOUICHIRO ET AL. 2004). C. straminisolvens 
lebt in anaeroben thermophilen Milieus und benutzt Cellulose und Cellubiose als Ener-
giequelle. Fermentationsprodukte sind Acetat, Lactat, Ethanol, Wasserstoff und Koh-
lendioxid. 
C. straminisolvens benutzt keine Glucose oder Fructose als Energiequelle. 
Syntrophospora bryantii benutzt als Grundlage für seinen Stoffwechsel vorwiegend 
Butyrat und langkettige Aminosäure-Verbindungen (Peptide). S. bryantii wächst in ei-
ner syntrophen Verbindung mit hydrogenotrophen Anaerobiern, welche die Endproduk-
te von S. bryantii, Acetat, Propionat und H2, wiederum für ihren eigenen Energie-
Stoffwechsel nutzen (STIEB & SCHINK. 1985). 
Neben den Clostridia wurden ebenfalls fermentative Bacteria aus anderen taxonomi-
schen Einheiten gefunden. Beispielhaft genannt seien Vertreter der Gattung Holdemania 
aus der Klasse Mollicutes, (WILLEMS ET AL. 1997) und der Gattung Arcobacter aus dem 
Phylum Proteobacteria, (MONTGOMERY ET AL. 1988, BERA-MAILLET ET AL. 2004). Über 
die genauen Stoffwechselaktivitäten dieser Gattungen oder ihrer Funktion in Degradie-
rungsprozessen ist jedoch nur wenig bekannt. Die reiche Diversität von säure-
produzierenden Bacteria erfordert weitere molekulare Analysen um die Artenvielfalt 
Diskussion 82
dieser für die Fermentation bedeutsamen Mikroorganismen zu untersuchen. Ebenso sind 
mikrobiologische und physiologische Analysen der von diesen durchgeführten Stoff-
wechselwege erforderlich. 
Als weitere in den untersuchten 16S rDNA häufig vertretende Gruppe wurde OTU aus 
dem Phylum Bacteroides detektiert. Sie stellen 27 OTU (= 13 % aller detektierten OTU) 
und wurden bei 8 % aller untersuchten Klone (i.e. 35) gefunden. 
Die molekulare Diversität und die Abundanz des Phylum Bacteroides in Biogasreakto-
ren hängt von der Komplexität der verfügbaren organischen Substrate ab. Innterhalb 
dieses Phylums finden sich häufig Arten wie z. B. Cytophaga flavobacter und porphy-
romonas prevotella, die fähig sind verschiedene Makromoleküle wie Cellulose, Pectin, 
Protein und andere anaerob zu degradieren (CHOUARI ET AL. 2005). 
Das Phylum Spirochaetes wurde auch in Biogasreaktor detektiert. Dieses Phylum ist 
aber nur mit einer niedrigen Anzahl von OTU vertreten. Spirochaetes sind sehr aktiv in 
Degradierungsprozessen. Sie nutzen sowohl Kohlenhydrate als auch Aminosäuren für 
ihren Energiestoffwechsel (STANIER ET AL. 1987; FERNANDES ET AL. 1999). 
 
5.2.2 Die methanbildenden Archaea in Biogasreaktoren 
Für den letzten Schritt des anaeroben Abbaus von Biogas verantwortlich sind methan-
bildenden Archaea. Sie sind daher von entscheidender Bedeutung für den gesamten 
Prozess der Biogasbildung. 
Die Methanbildung kann prinzipiell aus verschiedenen Substraten, nämlich aus H2 und 
CO2, aber auch aus Ameisensäure, Essigsäure, Methanol oder Methylen erfolgen. Die 
Mehrzahl der bekannten Methanbildner können H2 und CO2 umsetzen, während es nur 
wenige gibt, die Methanol oder Essigsäure verwerten können. 
 
5.2.2.1 Hydrogenotrophe Methanbildner 
Nach dem Stand der Literatur wird etwa 70 % des Methans aus Essigsäure hergestellt. 
Damit ist die Essigsäurebildung ein wichtiger Faktor der Methanbildung. Die restlichen 
30 % des gebildeten Methans werden aus Wasserstoff und Kohlendioxid gebildet 
(THIELE & ZEIKUS 1988; AHRING 2003). Diese Reaktion reduziert den Wasserstoffge-
halt, welcher bei zu hoher Konzentration die bakterielle Essigsäurebildung hemmt 
(EDER & SCHULZ 2006). 
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Auffälligerweise konnte innerhalb aller vier Archaea-spezifischen 16S rDNA Banken 
die Mehrzahl der detektierten Archaea-Sequenzen in Verwandtschaft zu H2-
verwertenden Arten gebracht werden. Insgesamt 43 OTU entsprechend 26,6 % aller 
untersuchten OTU wurden für Archaea detektiert repräsentativ für 171 (27 %) der Ar-
chaea Klone. Die überwiegende Mehrzahl der OTU erwiesen sich als verwandt mit den 
hydrogenotrophen Gattungen Methanoculleus sp., Methanocorpusculum sp. und Me-
thanospirillum sp. Weiterhin wurden OTU verwandt mit Methanobacterium sp. und 
Methanobrevibacter sp. gefunden. 
Das häufige Auftreten von mit hydrogenotrophen Methanogenen verwandten OTU in-
nerhalb der Archaea-spezifischen 16S rDNA Bibliothek sowie die höhere Diversität 
dieser OTU kann ein Indiz für eine größere H2-konsumierende Archaea-Population in-
nerhalb des Biogasreaktors sein verglichen mit der Population der acetotrophen Metha-
nogenen. Durch eine große Population H2-konsumierender Archaea würde die H2-
Konzentration auf einem niedrigen Niveau gehalten, was den Abbau der VFA zu Acetat 
durch syntrophe acetogene Bacteria forcieren würde (AHRING 2003). 
Möglich ist auch die Anwesenheit einer syntrophen Gemeinschaft aus Fettsäuren oxi-
dierenden Bacteria und den Wasserstoff verwertenden methanogenen Archaea in den 
untersuchten Biogasreaktoren. Hierbei werden die Fettsäuren durch die syntrophen Bak-
terien zu Acetat bzw. H2/CO2 oxidiert. Anschließend kann der freigesetzte Wasserstoff 
direkt von hydrogenotrophen Archaea verstoffwechselt werden, welche dann als End-
produkt Methan freisetzen. Wasserstoff ist also ein wichtiges Zwischenprodukt in der 
Methanogenese-Reaktion (SEKIGUCHI ET AL. 2001). 
Hydrogenotrophe Methanogene wurden bereits in früheren Arbeiten in unterschiedli-
chen anaeroben Bioreaktoren als dominierende Arten aus der Domäne Archaea be-
schrieben (SEKIGUCHI ET AL. 2001; TANG ET AL. 2004). So konnte die Ordnung der Me-
thanobacteriales als eine vorherrschende Ordnung in mesophilen UASB Reaktoren bei 
der Fermentation von Gülle nachgewiesen werden (SEKIGUCHI ET AL. 1998, CHOUARI ET 
AL. 2005). Weitere Belege dafür wurden in einem anaeroben Belebtschlamm-Reaktor 
gepuffert mit Glucose (LECLERC ET AL. 2001) sowie in einem mesophilem CSTR-
Klärschlamm-Reaktor (RASKIN ET AL. 1995) gefunden.  
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5.2.2.2 Acetotrophe Methanbildner 
Neben Wasserstoff ist Acetat ein weiteres sehr wichtiges Substrat für die Methanogene-
se in anaeroben Reaktor, welche organisches Material zu Biogas umwandeln (JERIS ET 
AL. 1965; SMITH ET AL. 1980).  
In mehreren Arbeiten wurde nachgewiesen, dass in biogaserzeugenden Fermentationen 
ein Großteil des in dem Methan fixierten Kohlenstoffs aus Acetat stammt (THIELE & 
ZEIKUS 1988, AHRING 2003). In der Publikation von AHRING (2003) wurde ein optimier-
ter Prozess der bakteriellen Acetogenese beschrieben. Potentielle Acetat-Verwerter un-
ter den Archaea wurden in den untersuchten 16S rDNA Banken mit insgesamt 11 OTU 
detektiert. Dieses entspricht 15 % aller detektierten OTU archaellen Ursprungs. In den 
archaellen 16S rDNA Banken waren diese OTU bei 35 % aller untersuchten Klone (i.e. 
154) vertreten. 
Acetotrophe Methanbildner wurden bislang nur für die Arten Methanosaeta concilii 
(RASKIN ET AL. 1994) und Methanosarcina barkeri (SCHERER & SAHM 1981) beschrie-
ben. Vertreter beider Arten waren in den untersuchten Biogasreaktoren vertreten. Die 
Gattung Methanosaeta scheint eine große Bedeutung in dem Abbau von Aminosäuren 
mit Acetat als Endprodukt zu besitzen (TANG ET AL. 2004). In den untersuchten Biogas-
reaktoren konnten vier OTU nachgewiesen werden, die in engerer Verwandtschft zu der 
Art Methanosaeta concilii stehen. Methanosaeta concilii bzw. der Stamm FE wurde 
bereits zuvor in einem mesophilen UASB Reaktor (MUR) in granulösem Schlamm aus 
Abwasser gefunden (SEKIGUCHI ET AL. 1998).  
Die Gattung Methanosarcina kann potentiell eine Vielzahl an Substraten wie Acetat, 
Methanol, Methylammine, H2/CO2 und CO zur Methansynthese nutzen (SMITH ET AL. 
1978; SMITH ET AL. 1980; BOONE & MAH 1987). Einzig bekannte acetat-verwertende 
Art ist Methanosarcina barkeri (SCHERER & SAHM. 1981). Diese Art wurde unter ande-
rem in einem mesophilen Bioreaktor nach Beladung mit Abfällen aus der Weinproduk-
tion gefunden (GODON ET AL 1997). Mit M. barkeri verwandte Stämme wurden in ther-
mophilen Abwasserreaktoren nachgewiesen wie M. str. TM-1, str. CALS-1 und str. 
CHTI 55 (PETERSEN ET AL. 1991). 
Die molekulare Diversität und die Abundanz von Vertretern der bakteriellen Phyla in 
den untersuchten anaeroben Reaktoren zeigen die starke Abhängigkeit und Verknüp-
fung zwischen der Art der organischen Substrate und den anaeroben Mikroorganismen, 
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welche die enthaltenen Makromoleküle wie Cellulose, Kohlenhydrate und Proteine de-
gradieren. 
 
5.2.2.3 Unbekannte Archaea-Gruppen 
Innerhalb der Euryarchaeota wurden neben den bestehenden distinkten Ordnungen der 
Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales und Methanococcales 
zwei neue Gruppen beschrieben, welche bislang nur als CA-11 Gruppe (GODON ET AL. 
1997) und ARC-I (CHOUARI ET AL. 2005) beschrieben wurden. Die genaue taxonomi-
sche Einordnung dieser zwei Gruppen ist unbekannt. 
Diese zwei Gruppen wurden als Teil der methanogenen Mikroflora bereits in verschie-
denen Arbeiten beschrieben.  
Der Cluster ARC-I wurde nachgewiesen in Gülle-Lagern (SNELL-CASTRO ET AL. 2005) 
und in einem anaeroben Abwasserschlamm verwertenden Reaktor (CHOUARI ET AL. 
2005). Sie sind repräsentativ für eine Gruppe, die sehr häufig in methanogenen Umwel-
ten detektiert wurde. Es ist daher anzunehmen, dass diese Gruppe eine große Rolle bei 
der Substratdegradation in diesem Milieu spielt (CHOUARI ET AL. 2005).  
Der zweite Cluster unklassifizierter Archaea wurde entsprechend des ersten Autors 
GODON ET AL. (1997) CA-11 genannt. Diese Gruppe zeigte wie die ARC-I Gruppe auch 
eine größere genetische Distanz bezogen auf die 16S rDNA zu den bekannten Archaea 
Ordnungen. Daher ist der Stoffwechsel dieser neuen Gruppe als völlig unbekannt einzu-
stufen (SNELL-CASTRO ET AL. 2005). 
 
5.2.3 Unbekannte Mikroorganismen in den Biogasreaktoren 
Über 300 Jahre nach der Beschreibung der ersten Bakterien und trotz unzähliger schon 
beschriebener Arten ist nach heutigem Kenntnisstand anzunehmen, dass die große 
Mehrheit von 95 bis 99 % aller auf unserem Planeten existierenden Bakterienarten noch 
nicht bekannt ist und beschrieben wurde. 
Neben den Gruppen CA-11 und ARC-I wurden in den untersuchten 16S rDNA Banken 
eine Reihe OTU nachgewiesen, welche die höchsten Ähnlichkeiten innerhalb der 16S 
rDNA Nukleotidsequenz zu taxonomisch bisher nicht eindeutig zugeordneten Mikroor-
ganismen haben. Diese Mikroorganismen wurden bislang nicht kultiviert, daher bleibt 
ihr Metabolismus unbekannt. Ausschließlich nachgewiesen wurden lediglich deren 16S 
rDNA in verschiedenen Umwelten im Rahmen von molekulargenetischen Studien ähn-
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lich dieser. In der NCBI Genbank werden diese nicht näher spezifizierbaren Nukleotid-
sequenzen als uncultured bacterium clone bzw. uncultured archaeon clone geführt. 
Innerhalb der im Rahmen dieser Arbeit konstruierten 16S rDNA Bibliotheken wurden 
eine Reihe solcher „unklassifizierten Klone“ sowohl bakteriellen wie auch archaellen 
Ursprungs gefunden. Ähnliche Sequenzen wurden in einer Reihe verschiedener, über-
wiegend anaeroben Ökosysteme nachgewiesen, so z.B. in Lagern für Schweinegülle 
und -mist (Whitehead und Cotta 2004), in thermophilen Festmüll-Digestern (TANG ET 
AL. 2005), in einem Ölreservoir (GRABOWSKI ET AL. 2005), in salinen Milieus (DONG ET 
AL. 2006) und in den Böden von Reisfeldern (LALOUI-CARPENTIER ET AL. 2006). Man-
che dieser Mikroorganismen wurden auch in der Verdauungstraktflora von verschiede-
nen Organismen gefunden, so z.B. im Rumen von Rindern (WHITFORD ET AL. 1998) 
aber ebenso bei Insekten wie der Termite Cubitermes fungifaber (DONOVAN ET AL. 
2004) oder der Termite Cubitermes orthognathus (FRIEDRICH ET AL. 2001). Letzte Or-
ganismen könnten von Bedeutung für den Abbau von Lignocellulose oder auch Lignin 
sein. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen DNA-Segmente sind grundsätzlich 
geeignet die Kultivierung dieser unbekannten Mikroorganismen zu erleichtern, da sie 
mit verhältnismäßig geringem experimentellen Aufwand in Sondensysteme zur Identifi-
zierung dieser Mikroorganismen umwandelbar sind. 
 
5.2.4 Änderung der Mikrobiologie während einer Übersäuerung 
des Reaktors 
Die ungestörte Entwicklung der Mikroorganismen in einem Biogasreaktor ist sehr eng 
mit einem optimalen pH-Wert verbunden. Die anaerobe Biozönose ist als sehr pH-
spezifisch einzustufen, hierbei wird der Toleranzbereich für den pH-Wert allgemein von 
pH 6,8 bis 7,5 angegeben (KAPP 1984). Dieser enge pH-Bereich wirft häufig bei dem 
Betrieb von Anaerobanlagen Probleme auf. So zeigten auch die Resultate dieser Unter-
suchung einen Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der Mikroorganismen-
Gemeinschaft und dem pH-Wert. 
Die Mikroorganismen aus der Domäne Archaea zeigten eine große Diversität nachge-
wiesen durch eine hohe Anzahl an OTU in den Biogasreaktoren im normalen Betriebs-
zustand mit einem optimalen pH-Wert von 6,8. Diese Befunde waren unabhängig von 
der Konstruktionsweise des Reaktors (CSTR oder leach-bed-Reaktor kombiniert mit 
Festbett-Anaerobfilter).  
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In dem untersuchten Reaktor im Zustand der Übersäuerung, also einem „unnormalen“ 
Zustand, bei welchem der pH-Wert mit einem Wert von 5,81 als sehr gering anzusehen 
ist, wurden Archaea nur mit eine geringen Diversität detektiert. In der entsprechenden 
Archaea-spezifischen 16S rDNA Bank wurden nur vier OTU (33 % aller OTU in der 
entsprechenden Archaea 16S rDNA Bank) repräsentativ für fünf Klone (33 % alle Klo-
ne in der entsprechenden Archaea 16S rDNA Bank) gefunden. Diese OTU gehörten alle 
zu der Ordnung Methanobacteriales, einer Ordnung mit ausschließlich hydroge-
notrophen Methanbildnern. Keine OTU wurden für die anderen Archaea Ordnungen 
detektiert. Hiermit und nach der geringen Diversität der Archaea, die in dieser Bank 
nachgewiesen wurden, zu urteilen, konnte bestätigt werden, dass die optimalen Milieu-
bedingungen der methanbildenden Lebensgemeinschaft insbesondere der Archaea im 
neutralen pH-Bereich liegt. Bei einer Übersäuerung des Reaktors können offensichtlich 
nur einzelne Methanbildner überleben; die breite Masse (bezogen auf die Artenvielfalt) 
der Archaea wird jedoch durch den erniedrigten pH-Wert abgetötet. 
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6 Schlussfolgerungen 
Grundsätzlich bieten Biogasreaktoren eine gute Möglichkeit zur Untersuchung der Öko-
logie mikrobieller Biozönosen. Obwohl Biogasanlagen seit vielen Jahren erfolgreich 
sowohl zur Reststoffbehandlung als auch, in jüngerer Zeit, zur Energieerzeugung einge-
setzt werden, sind die mikrobiellen Stoffwandlungsprozesse in diesem System nicht 
vollständig verstanden. Mit dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass die molekular-
genetische Analyse ein geeignetes Werkzeug zur Untersuchung mikrobieller Gemein-
schaften in Biogas-Reaktoren trotz der Komplexität des Substrates und der beteiligten 
mikrobiellen Gemeinschaft darstellt. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit geben klare Hinweise darauf, dass in Biogasreaktoren eine 
Biozönose mit einer großen Diversität und vielschichtigen Interaktionen vorliegt. Es 
konnten eine Vielzahl verschiedener anaerober fermentativ-aktiver Bacteria und metha-
nogener Archaea nachgewiesen werden. Weiterführende experimentelle Ansätze sollten 
vor allem zur Aufklärung der Aktivität dieser Populationen in Biogasreaktoren führen. 
Untersuchungen der Biozönosen in anaeroben technischen Systemen werden bisher nur 
selten durchgeführt. Hierbei wurden die mikrobiellen Untersuchungen mit wenigen 
Ausnahmen überwiegend auf molekularer Ebene durchgeführt. Auf eine Kultivierung 
der Organismen wurde in den meisten Fällen verzichtet. Durch diesen Mangel werden 
physiologische Untersuchungen an den Reinkulturen unmöglich, welche einen wesent-
lichen Beitrag zum Verständnis des Gesamtsystems leisten könnten. Basierend auf den 
in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen kann in weiteren Arbeiten die gezielte Anrei-
cherung und Kultivierung von einzelnen dominanten Mikroorganismenspezies erfolgen. 
Weiterhin sollte die Übertragbarkeit der Ergebnisse durch detaillierte Untersuchungen 
an anderen Biogasreaktoren geklärt werden. Hierbei sollte der in dieser Untersuchung 
eingesetzte molekulargenetische Ansatz durch klassische mikrobiologische Methoden 
ergänzt werden, damit ein möglichst vollständiger Überblick der mikrobiellen Biozöno-
se gewonnen werden kann.  
Ein besonderer Schwerpunkt weiterführender Arbeiten sollte auf der Quantifizierung 
hydrogenotropher und acetotropher Methanbildner liegen, um die Stoffflüsse innerhalb 
der Methanogenese charakterisieren und idealerweise auch modellieren zu können. Für 
eine solche gruppenspezifische Quantifizierung könnte die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) genutzt werden. Die hierfür erforderlichen DNA-Sonden können 
in kurzer Zeit mithilfe des in dieser Studie erarbeiteten Materials entwickelt werden.  
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Erst die vollständige Aufklärung der Lebensgemeinschaften insbesondere der Rolle 
einzelner Mikroorganismengruppen in der Interaktion mit der restlichen Mikroflora 
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Nomenklatur der ARDRA-Muster:  
ATB-KS-[Stammnummer<2000] bzw. ATB-KM-[Stammnummer>2000] 
01620085 01510076 0078 0088 0152 0155 0156 0170 02210077 0141 0188 0441
0468 04700465 29882987 2996298629512947 29582942 29942945 2960 3015





Nomenklatur der ARDRA-Muster: ATB-KS-[Stammnummer] 
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